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Les objectifs de notre projet à court terme sont de 
développer un modèle de culture de prostates humaine et de rat 
et d'étudier les effets de différents facteurs. Cette première 
partie se veut une étape vers l'atteinte d'un objectif à plus 
long terme: soit d'identifier un marqueur permettant de 
déterminer le potentiel évolutif de spécimens prostatiques 
tumoraux. Nous avons donc travaillé avec un modèle de culture 
organotypique de prostates de rat et humaine permettant 
d'isoler l'organe des influences complexes de l'organisme. 
Notre modèle de culture permettait de travailler dans un 
environnement entièrement contrôlé grâce à un milieu exempt de 
sérum et d'hormones. Avec ce modèle, nous avons vérifié les 
effets de certains facteurs: l'insuline, la transferrine, 
l'androstanediol, la testostérone et la dihydrotestostérone 
sur la prolifération cellulaire, les activités enzymatiques et 
sur la morphologie de prostates de rat et humaine. 
Des explants de prostates de rat et humaine ont été 
maintenus en culture pendant 5 jours dans le milieu L-15 de 
Leibovitz et dans un atmosphère de 95% 02 -5% Co2 La 
synthèse d'ADN a été stimulée par les 3 androgènes; soit seul 
ou en combinaison avec l'insuline et la transferrine. La 
transferrine seule n'influence pas la synthèse d'ADN; mais 
lorsque combinée avec l'insuline, 
l'effet de cette dernière. 
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elle vient potentialiser 
La synthèse des protéines n'est pas modifiée par ces 
facteurs individuels, à l'exception du DHT; seulement les 
combinaisons I- DHT; I-Tr-DHT et I-Tr-T stimulent la synthèse 
des protéines après 5 jours de culture. Les activités 
enzymatiques ne sont pas influencées par ces facteurs. La 
phosphatase acide se maintient au cours de la culture, alors 
que la phosphatase alcaline est augmentée après 5 jours. La 
morphologie de la prostate de rat a été bien conservée en 
culture en présence de: I-Tr, dihydrotestostérone et la 
testostérone. En effet, ces hormones agissent sur 
l'épithélium au cours de la culture. L'épithélium demeure 
haut cylindrique, et la lumière contient des produits de 
sécrétion. L 'ul trastructure a été également bien conservée 
après 5 jours de culture. Le cytoplasme des cellules 
épithéliales est rempli par du réticulum endoplasmique 
rugueux et des organites denses aux électrons, lesquels sont 
probablement des lysosomes. On observe aussi la présence 
abondante de microvillosités apicales. Les observations au 
microscope électronique à balayage révèlent bien la présence 
de microvillosités et qu'il existe plusieurs formes de 
cellules épithéliales: ronde, ovale et allongée. 
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D'après nos expériences, notre modèle permet de maintenir 
les explants de prostates de rat in vitro et d'étudier la 
prolifération cellulaire par des techniques biochimiques. 
Donc, ce modèle permettra peut- être l'atteinte de l'objectif 
à long terme soit l'identification d'un ou des marqueurs 
permettant de déterminer le potentiel évolutif du cancer de la 
prostate. 
D'autre part, nos résultats préliminaires ont démontré 
pour la première fois que des explants prostatiques humains 
peuvent être cultivés dans du milieu L-15 de Leibovitz sans 
sérum, pendant 2 semaines. Nous avons également étudié les 
effets de plusieurs hormones sur la prolifération cellulaire. 
Nos résultats ont démontré qu'aucun des facteurs étudiés 
(insuline, transferrine, androstanediol, testostérone et 
dihydrotestostérone) influençait la synthèse d 'ADN et des 
protéines. Les activités enzymatiques de la phosphatase acide 
et de la phosphatase alcaline se maintiennent tout au long de 
la culture, mais ne sont pas modifiées par ces facteurs. Les 
données restent encore à confirmer. Nous croyons que cette 
deuxième partie du projet est très intéressante et nous 
souhaitons que d'autres travaux viendront compléter ceux-ci 
pour permettre de trouver un nouveau paramètre qui rendra 
possible la détection du cancer de la prostate à un stade plus 
précoce, et la détermination de son potentiel évolutif. 
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1- INTRODUCTION 
Le cancer de la prostate est une cause importante de 
mortalité chez les hommes; et quatre-vingt-dix pourcent (90%) 
de ces cancers sont des adénocarcinomes. Ils se développent en 
général après 45 ans, à l'âge ou s'amorce l'hypertrophie 
bénigne (adénome). On ne connait pas pour l'instant la 
relation entre l'hypertrophie bénigne et le cancer. On compte 
chaque année, seulement aux États-Unis, environ 70 cas de 
cancer par 100 000 habitants(Young et al.1985). Le taux de 
mortalité des personnes atteintes peut aller jusqu'à 50%(Young 
et al. 1985) et il représente la deuxième cause de mortalité 
après celui des poumons. On dénote aussi une différence 
importante du taux de mortalité par le cancer de la prostate 
selon les races et les régions étudiées ( Catalona et Scott 
1986). Cependant, le statut socio-économique, l'activité 
sexuelle, les maladies vénériennes ne sont pas impliqués dans 
l'augmentation du risque du développement du cancer 
prostatique(Wynder et al 1984). Plusieurs études suggèrent que 
la consommation de gras peut être un facteur de risque 
important(Rotkin 1977, Berg 1975). Des études récentes 
montrent que les liens génétiques peuvent être un facteur de 
risque; ceci est surtout relié au statut hormonal et notamment 
au contenu plasmatique en androgènes. On a noté une 
concentration de testostérone plasmatique se situant dans la 
limite inférieure des valeurs normales chez les hommes qui ont 
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un lien familial avec des patients atteints du cancer 
prostatique(Meike et al. 1985). Cependant, il est encore trop 
tôt pour montrer une relation entre ces facteurs de risque et 
la cause de la maladie elle-même. Pour l'instant, la plupart 
des efforts sont concentrés sur les méthodes de détection et 
de traitement du cancer de la prostate et les méthodes de 
dépistage sont: l) Mesure du PSA sérique 2) toucher rectal et 
3) échographie transrectale. Une des principales raisons du 
diagnostic tardif du cancer de la prostate est l'absence de 
douleurs ou autres symptômes au cours des nombreuses années 
pendant lesquelles la tumeur progresse au niveau de la 
prostate elle-même. Si l'on désire mettre en évidence le 
cancer de la prostate à un stade précoce, l'on ne doit pas 
compter sur une stratégie reposant sur l'apparition de 
symptômes ou de signes cliniques. En effet, lorsque les 
symptômes ou les signes cliniques deviennent perceptibles, il 
est habituellement trop tard pour offrir un traitement 
curatif. Toutefois, il est possible qu'un diagnostique 
précoce, à un moment où le cancer est encore limité à la 
prostate, permettrait l'utilisation de techniques curatives 
qui ne sont pas disponibles à un stade plus avancé de la 
maladie, soit la prostatectomie radicale, et la radiothérapie. 
LES STADES CLINIQUES DU CANCER DE LA PROSTATE: 
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Le moyen de contrôle le plus important pour le 
traitement du cancer prostatique est la détection précoce de 
la tumeur lors des premiers stades évolutifs, alors qu'il y a 
absence de métastases et que la capsule prostatique est encore 
intacte. Des changements anatomiques, histologiques et 
biochimiques accompagnent la progression de la tumeur, mais 
souvent de tels changements passent inaperçus au cours des 
premiers stades de la maladie, alors qu'il y a absence de 
signes cliniques évidents. En 1956, Whitmore fut le premier à 
classifier l'état de propagation de la tumeur selon son stade 
évolutif, en stade A,B,C,D. Il faut noter qu'aux stades A,B et 
C ,la tumeur est localisée à la prostate. Le stade A est 
diagnostiqué par le pathologiste après une chirurgie chez des 
patients atteints d'hyperplasie prostatique . La présence de 
foyers dans moins de 5% du tissu examiné, définit le stade A-1 
et dans plus de 5% du tissu examiné, définit le stade A-2. Au 
stade B la tumeur est palpable; la présence de nodule dans un 
seul lobe de moins 1,5 cm de diamètre, définit le stade B-1 
et s'il est plus gros que 1,5 cm ou qu'il touche les deux 
lobes , il s'agit du stade B-2. 
STADE C: la tumeur est au stade c, quand il y a extension 
des foyers tumoraux hors de la capsule prostatique, et/ou dans 
la vésicule séminale. Le stade D est subdivisé en 
stades: 
quatre 
D-0 se définit par l'absence de métastase détectable 
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mais avec un APS (antigène prostatique spécifique) élevé. 
D-1 se définit par l'absence d'extension locale autre 
que les vésicules séminales et/ou la présence de métastases 
ganglionnaires. 
D-2 se définit par la présence de métastases à distances 
(osseuse ou viscérale). 
D-3 se définit par un stade métastasique à distance qui 
après une réponse positive aux traitements hormonaux échappe 
à l'action du traitement. 
L'HYPERTROPHIE BÉNIGNE DE LA PROSTATE: L'hypertrophie de la 
prostate est le désordre le plus commun chez les hommes âgés 
de 50 ans et plus. 75% des mâles dépassant cet âge manifestent 
des signes d'hyperplasie bénigne de la prostate ( HBP) . Cet état 
est caractérisé par la formation de nodules(60 à 200 gr) dans 
la région transitionnelle périurétrale de la prostate, ce qui 
comprime le canal urétral et cause souvent une obstruction 
partielle ou complète de l'urètre. Bien que la cause exacte de 
ce développement demeure incertaine, plusieurs données 
suggèrent une implication des androgènes et des oestrogènes; 
d'autres facteurs non hormonaux peuvent aussi être impliqués. 
L'âge et la présence des testicules sont deux éléments 
essentiels à l'apparition de l'HBP. Plusieurs études 
démontrent qu'avec l'âge, il y a une augmentation graduelle du 
poids moyen de la prostate. Ceci est accompagné par une 
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augmentation significative du taux d'apparition d'HBP. Les 
nodules hyperplasiques sont rares chez les mâles âgés de moins 
de 40 ans et inexistants chez les hommes dont l'âge est 
inférieur à la trentaine. En 1940 Huggins fut le premier à 
postuler une implication des gonades dans l'apparition de 
l'hyperplasie prostatique. Il a constaté que l'HBP est rare et 
quasi inexistante chez les hommes castrés avant l'âge de 40 
ans. D'autres ont rapporté que la castration cause une 
régression de la tumeur hyperplasique, mais ce ne sont pas 
tous les patients castrés qui répondent à ce traitement. Dans 
tous les cas étudiés, on note une atrophie des acini 
prostatiques et la phase sécrétoire des tissus glandulaires 
est absente(Wendel et al. 1972). 
ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE DE LA PROSTATE: 
La prostate est un organe complexe, principalement 
glandulaire qui entoure la partie initiale de l'urètre chez 
les hommes. Elle est située au- dessous de la vessie, en avant 
du rectum et repose sur le plancher périnéal; elle pèse 
environ 20 grammes chez le jeune adulte. 
La prostate est la cible de plusieurs maladies 
infectieuses et néoplasiques, mais ceci n'empêche pas de la 
considérer jusqu'à date comme la glande la moins comprise du 
corps humain. Organe sexuel secondaire, elle joue un rôle 
important dans la biologie de la reproduction, elle donne aux 
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spermatozoides produits par les testicules certains éléments 
de base qui assurent la viabilité et la mobilité. La prostate 
est formée d'alvéoles essentiellement composées de cellules 
épithéliales formant des acini sécréteurs et des tubules qui 
assurent le drainage des sécrétions prostatiques vers 
l'urètre. Les alvéoles sont ancrées dans un stroma 
fibromusculaire. La constitution anatomique de la prostate a 
suscité beaucoup de controverse, selon Gil- Vernet: il existe 
une portion inférieure caudale et une portion supérieure 
craniale séparée par une zone de transition: La prostate 
intermédiaire. La prostate caudale représente l'ensemble des 
acini glandulaires dont les canaux excréteurs s'ouvrent dans 
l'urètre au- dessous d'un plan horizontal. Ces acini 
glandulaires se répartissent en trois lobes: un lobe antérieur 
et deux lobes postéro-latéraux. La prostate craniale, 
représentée par l'ensemble des acini qui s'abouchent au-
dessus de la partie médiane du colliculus séminal(et c'est 
dans cette zone que l'on trouve l'adénome de la prostate). 
Finalement, la glande intermédiaire est l'ensemble des glandes 
prostatiques dont les canaux excréteurs s'ouvrent dans 
l'urètre. Cette division anatomique de Gil-Vernet a été 
modifiée par le travail de Mcneal, lequel fait une étude de la 
composition interne de la prostate qui est sans doute plus 
facile à reproduire en pratique médicale puisqu'elle 
représente fidèlement ce que l'on retrouve en transrectale. 
Mcneal décrit la prostate comme étant divisée en cinque zones 
7 
différentes (Mcneal 1981): l)le stroma antérieur, de nature 
fibromusculaire, couvrant totalement la section antérieure de 
la prostate qui représente le tiers de cet organe et il est 
dépourvu d'éléments glandulaires. 2) la zone périphérique 
représente la plus grande division anatomique de la prostate; 
cette zone contient 75% du total des tissus glandulaires de la 
prostate. Ses acini sont petits avec des contours réguliers; 
c'est dans cette région que prennent naissance des foyers du 
cancer de la prostate. 3) la zone centrale, plus petite que 
les deux zones décrites ci-haut; elle représente 25% de la 
masse prostatique et se caractérise par des acini larges avec 
des contours irréguliers; l'apparition du cancer est très rare 
dans cette zone. 4) le tissu préprostatique, formé d'un 
mélange de tissus stromal et glandulaire; il entoure la partie 
antérieure de l'urètre et joue le rôle d'un sphincter qui 
empêche l'entrée du liquide séminal dans la vessie lors de 
l'éjaculation; cette zone contient moins de 1% de la masse 
glandulaire prostatique. 5) la zone de transition représente 
5% de la partie glandulaire, ses canaux sont plus branchés que 
ceux de la zone prostatique. Les deux dernières zones 
mentionnées, malgré leur petite taille représentent les sites 
exclusifs de l'apparition de l'hyperplasie bénigne de la 
prostate. 
HISTOLOGIE DE LA PROSTATE: 
La prostate est composée essentiellement de deux types de 
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tissus, l'épithélium et le stroma. Les études embryologiques et 
morphologiques(Aumuller 1983 ) ont montré que ces deux types 
de tissus ne peuvent pas être vus comme deux entités séparées, 
car une liaison physique, assurée par des facteurs endogènes 
font de ces deux types tissulaires une seule unité 
fonctionnelle. 
Quantitativement, la partie stromale de la prostate 
normale est égale à 45%, alors que l'épithélium ne représente 
pas plus de 21%. Cependant c'est ce dernier qui donne à la 
prostate son rôle glandulaire. 
L'ÉPITHÉLIUM PROSTATIQUE: L'épithélium prostatique est 
composé de deux types de cellules: a)les cellules sécrétrices 
et les cellules basales. Les cellules sécrétrices sont des 
cellules épithéliales matures, bien différenciées, 
cylindriques avec un noyau sphérique localisé près de la base 
de la cellule. Les appareils de Golgi sont très 
abondants.(Aumuller 1983, Brandes et Groth. 1963). Ces 
cellules confèrent à la prostate sa principale activité 
sécrétrice,une fonction qui dépend largement de la présence 
d'androgènes. Plusieurs marqueurs de la sécrétion prostatique 
sont déjà connus. Les plus importants sont: la phosphatase 
acide et le APS (antigène prostatique spécifique). 
LES CELLULES BASALES: Ces cellules sont plus petites et 
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moins abondantes que les cellules sécrétrices, représentent 
10% des cellules épithéliales. Morphologiquement, elles sont 
rondes ayant un cytoplasme peu abondant et un noyau volumineux 
qui se caractérise par son contour irrégulier. Ces cellules 
sont peu différenciées et ne contiennent pas de produits de 
sécrétion (Brandes et Groth 1963). Elles sont des cellules de 
remplacement. 
LE STROMA PROSTATIQUE: Le stroma prostatique est 
constitué de tissu conjonctif assez dense, de vaisseaux 
sanguins, de nerfs et surtout de fibres musculaires lisses 
d'orientations diverses. Le rôle fonctionnel du stroma 
prostatique n'est pas encore élucidé. Chez l'adulte il forme 
par ses cellules musculaires, un facteur stabilisant de la 
structure de la partie glandulaire. Le stroma sert aussi comme 
élément de propulsion des sécrétions prostatiques. Les 
fibroblastes du stroma produisent du collagène qui joue un 
rôle important dans la multiplication des cellules 
épithéliales. Durant l'ernbryogénèse, le mésenchyme du sinus 
urogénital(précurseur du stroma prostatique), joue un rôle 
déterminant lors de la formation de la partie glandulaire de 
la prostate(Cunha 1984). 
CONTROLE HORMONAL DE LA PROSTATE: La prostate est un 
organe hormona-dépendant et la présence de testostérone est 
essentielle à son développement et à sa différenciation; 
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cependant plusieurs autres facteurs entrent en ligne de compte 
pour sa croissance . 
L'hypophyse produit sous l'effet du LHRH provenant de 
l 'hypothalamus, quatre hormones peptidiques. La LH qui stimule 
les testicules à produire de la testostérone et la FSH qui 
.stimule la spermatogénèse. La prolactine qui joue un rôle plus 
ou moins direct dans le développement et la différenciation 
prostatique. L 'ACTH stimule la production de l 'androstènedione 
par le cortex surrénalien. De plus l 'estradiol, qui est 
produit principalement chez les mâles par la conversion 
périphérique d'une faible quantité de testostérone et 
d'androstènedione par l'aromatase joue un rôle lors du 
développement prostatique(Macdonald et al. 1979). 
Les concentrations périphériques d'androgènes et 
d' oestrogènes contrôlent par rétro-inhibition la sécrétion des 
hormones peptidiques hypophysaires (Sheridan et al. 1979). Chez 
l'homme la testostérone est le principal actif circulant dans 
le sang, elle est produite par les testicules à 95%. D'autres 
stéroides tels que l'androstènedione et la 
dihydroépiandrostérone peuvent être convertis dans le sang 
périphérique chez l'homme. Donc, après la synthèse, la 
testostérone est sécrétée dans le sang et transportée vers les 
cellules cibles pour exercer son action biologique. La majeure 




dont: le SHBG(sex hormone binding 
et le CBG(corticostéroid binding 
globulin). Dans la prostate, la testostérone pénètre dans la 
cellule cible par diffusion passive ôu elle sera convertie en 
DHT(dihydrotestostérone); plus précisément dans la partie 
stromale par un enzyme, la 5 a- réductase. Cette réduction est 
essentielle à l'action biologique. Cependant, dans plusieurs 
organes cibles, où il y a absence de 5 a- réductase, la 
testostérone agit probablement d'une façon directe. Dans notre 




ROLES PHYSIOLOGIQUES DES ANDROGENES: 
et la 
La testostérone et d'autres androgènes ont certaines 
activités biologiques au niveau de plusieurs tissus du corps; 
leurs actions les plus importantes sont: 
1) la production d'une différenciation des canaux de 
Wolff. 
2) La stimulation de la rétention d'azote pour le 
développement musculaire et du gain de poids chez 
l'adolescent et l'adulte. 
3) Le développement et la maturation des organes 
génitaux primaires et secondaires( pénis, scrotum, 
prostate, vésicule séminale, etc.). 
4) La stimulation du développement des caractères 
sexuels secondaires chez les mâles, tels que le 
développementdu larynx, l'élargissement des cordes 
vocales, l'apparition des poils,etc. 
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5) L'augmentation du potentiel sexuel chez l'homme, et 
le développement de comportements d'agressivité, 
bien que ce dernier effet soit encore controversé. 
Tous les effets qui régissent la croissance des organes 
génitaux et le développement des caractéristiques sexuelles 
sont appelés actions androgéniques et les effets sur les 
cellules somatiques en général sont appelés actions 
anaboliques. 
Comme nous l'avons déjà mentionné, certains cancers 
prostatiques n'évoluent pas ou très peu pendant des années, 
même sans traitement. Lorsqu'un nodule de 0,5 cm est découvert 
chez un homme, ou qu'un APS (antigène prostatique spécifique) 
élevé conduit à une biopsie prostatique positive, alors il se 
pose un dilemme:!) ne rien faire et surveiller l'évolution 
tumorale ou 2) proposer un traitement(chirurgie ou 
radiothérapie). Alors il se pose un problème d'éthique dans le 
premier cas c'est à dire ne pas traiter un cancer 
diagnostiqué et dans le deuxième cas, un problème de logique: 
c'est à dire traiter un patient pour une tumeur peu évolutive 
avec des moyens pouvant conduire à des complications sévères 
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(impuissance, incontinence etc ... ). 
Seul un marqueur d' évolutivité tumoral pourrait permettre 
de résoudre ce dilemne, nous essayons donc de rechercher et de 
trouver un marqueur d'évolutivité au niveau de la culture 
organotypique prostatique. 
La littérature sur la culture organotypique de la 
prostate animale et humaine s'avère extrêmement pauvre. Par 
contre, des cultures d'explants de prostate de rat dans un 
milieu sans sérum ont été réalisés pendant plus de deux 
semaines (Martikainen 1987) . Un autre groupe ( Heatfield et 
al. 1980) a réussi à garder en culture des morceaux provenant 
de tumeurs prostatiques et a établi des corrélations entre la 
croissance "in vitro" et "in vivo". Les résultats sont 
prometteurs mais sont encore très préliminaires. 
Donc, notre premier objectif est de développer un modèle 
de culture organotypique permettant de maintenir en culture 
des explants de prostate de rat dans un milieu sans sérum et 
de vérifier les différents effets de certaines hormones ou 
androgènes sur divers paramètres connus (synthèse d 'ADN; 
synthèse de protéines; activités enzymatiques ... ). Deuxièment, 
nous désirons utiliser ces résultats sur le modèle humain afin 
de déterminer un facteur d' évolutivité de la tumeur. Ce 
facteur pourrait être impliqué au niveau de la multiplication 
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cellulaire, ou un marqueur retrouvé dans le milieu de culture 
ou encore un facteur exogène. 
Mais l'identification de ces facteurs d' évolutivité ou de 
ces marqueurs "in vivo" représente une tâche très difficile à 
réaliser en raison de la richesse des constituants biologiques 
en circulation de même que des multiples intéractions 
synergiques existant dans l'organisme. Donc, pour atteindre 
l'objectif voulu, nous avons isolé le tissu des nombreuses 
influences de l'organisme; et pour bien discriminer les effets 
individuels des facteurs de croissance, des hormones ou des 
androgènes, il est important que la composition du milieu de 
la culture soit connue et que toutes les conditions 
environnementales soient identifiées et contrôlées. La plupart 
des milieux de culture utilisés sont riches et nécessitent la 
présence de sérum. 
Dans ce projet, nous avons utilisé le modèle développé 
par Brière (1987) et celui de Heatfield et al.( 1980) décrits 
comme des modèles favorables pour la culture prostatique 
humaine normale et cancéreuse pendant plus de deux semaines. 
Ces deux milieux; soient le L-15 de Leibovitz et le CMRL 
( Connaught Medical Research Laboratories) sont des milieux 
synthétiquement pauvres, sans sérum, ni hormones. La 
composition des milieux est entièrement définie et les 
conditions de culture sont contrôlées. 
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L'étude de l'effet d'hormones sur la prostate humaine 
normale et cancéreuse en culture est un sujet peu étudié, car 
la prostate étant une glande androgène-dépendante et la 
plupart des recherches se sont limitées aux androgènes. Mais 
depuis les dernières années, des études ont été faites avec 
plusieurs hormones ou facteurs de croissance sur la prostate 
humaine et animale "in vivo'' et "in vitro". Dans notre étude, 
nous avons travaillé avec deux régulateurs importants et trois 
androgènes déjà discutés précédemment. Notre choix s'est porté 
sur la transferrine et l'insuline. Des revues ont été 
consacrées au mécanisme d'action de ces régulateurs et leurs 
actions sur des cultures de cellules ont été determinées. 
Selon Fernandez et al.(1986), les concentrations de 
transferrine sont plus élevées dans l'urine de patients étant 
atteints de carcinome prostatique. La transferrine est une 
glycoprotéine sérique(PM 80 kD) reconnue comme essentielle 
pour les cultures sans sérum , contrôlant la prolifération 
(Barnes et Sato,1980) et la différenciation cellulaire. 
(Ekblom et al.,1983). La prolifération cellulaire est reliée 
intimement à l'expression du récepteur et ses récepteurs 
membranaires ont été beaucoup étudiés(May et Cuatrecassac, 
1985). La transferrine transporte le fer à l'intérieur de la 
cellule et cet élément est suffisant pour stimuler la 
prolifération. D'après Shapiro et Wagner (1988), le nombre de 
récepteurs de la transferrine est augmenté par l'insuline, 
lorsque celle- ci 
milieu sans sérum, 
16 
est ajoutée à la transferrine dans un 
elle stimule la croissance cellulaire. 
L'insuline est un facteur que l'on considère comme un produit 
des îlots de Langerhans. D'après Colca et Hazelwood (1976), 
l'insuline est exprimée dès les premiers stades de 
l'organogénèse du poulet. L'insuline est également considérée 
comme un facteur essentiel "in vitro" ( Santti et Johansson 
1973); elle stimule la sécrétion de l'acide citrique et les 
enzymes et elle augmente la synthèse des protéines. 
Morphologiquement, l'insuline maintient l'intégrité de 
l'épithélium prostatique en culture et lorsque combinée avec 
les androgènes, l'épithélium redevient similaire à celui ''in 
vivo". 
En résumé; notre projet de recherche consistait d'abord 
à mettre au point un modèle de culture organotypique de 
prostate de rat dans un milieu défini et contrôlé; ensuite 
d'appliquer ces résultats sur le modèle humain et finalement 
si le temps nous le permettait, nous tenterons d'identifier le 
marqueur permettant de déterminer un potentiel évolutif de 
spécimens prostatiques cancéreux. 
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N.B: Malgré la rareté des tissus prostatiques humains que nous 
avons obtenus au cours de ce projet de recherche, il nous a 
quand même été possible d'obtenir quelques résultats 
préliminaires pour cette partie ardue et difficile . La suite 
de cette partie pourrait être complétée dans le cadre d'un 
projet de doctorat. Par contre, le protocole concernant la 
partie animale a été bien respecté au cours de ce travail qui 
a eu lieu au département d'anatomie et biologie cellulaire de 
la faculté de médécine de l'Université de Sherbrooke. 
18 
11-MATERIB.S ET METHODES 
1.0.MATERIELS: 
Pour ce projet nous avons utilisé des tissus animaux et 
humains. 
1.1.MODÈLE ANIMAL: 
Nous avons utilisé des rats mâles de race Wistar,pesant 
entre 200 et 250 grammes provenant de Charles River (ST-
Constant). 
1.2. MODÈLE HUMAIN: 
Des tissus provenant de prostates normales, sièges 
d'hyperplasie bénigne ou de cancer ont été prélevés chez des 
patients de l 'Hôpital Royal- Victoria et Hôpital Juif de 
Montréal ont été utilisés pour cette étude. La culture se 
faisait au laboratoire du département d'urologie de l'Hôpital 
Royal- Victoria. 
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2. MÉTHODE DE CULTURE 
2.1. INSTRUMENTS: 
Les instruments de dissection étaient stérilisés à 
l'autoclave avant l'utilisation et changés périodiquement 
pendant les manipulations. 
Les vases de Pétri de type Falcon (Falcon plastics, Los 
Angeles, CA) étaient également stérilisés au gaz avant la mise 
en place d'une grille en acier inoxydable recouverte d'un 
morceau de papier - lentille recouvrant le puits central de la 
boite de Pétri Falcon. 
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2.2 LES MILIEUX DE CULTURE: 
Les mileux de culture, le L-15 de Leibovitz et le CMRL 
ont été achetés chez Gibco (Grand Island Biological Co. of 
Canada, Burlington, Ontario). La composition est entièrement 
définie (voir annexes). Deux antibiotiques ont été ajoutés à 
la concentration de 40 µg/ml pour chacun (mycostatin et 
garamycine). 
2.3 LES GAZ UTILISÉS EN CULTURE: 
Les mélanges gazeux:95%02 - 5%C02 tel qu'utilisé dans le 
modèle de Brière ( 1982) ou 50%N2 - 45%02 - 5%C02 tel qu' utilisé 
dans le modèle de Heatfield (1980) ont été utilisés afin de 
déterminer lequel permettait la meilleure conservation des 
explants de prostate en culture pendant 5 jours, selon des 
paramètres bien définis. 
2.4 MISE EN CULTURE: 
2.4.1 MODÈLE ANIMAL: 
Après l'anesthésie des rats à l'éther, les prostates 
étaient prélevées par laparatomie dans des conditions 
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stériles et étaient coupées en explants ( 2x2 mm) lesquels 
étaient déposés sur du papier lentille (10 - 12 explants par 
vase de Pétri) placé sur une grille en acier inoxydable 
recouvrant le puits central du 
milieu de culture. 
2.4.2 MODÈLE HUMAIN: 
vase de Pétri,contenant le 
Des morceaux ou des biopsies de prostates étaient obtenus 
après une prostatectomie radicale et apportés immédiatement 
au laboratoire. Les tissus prostatiques étaient coupés en 
explants et mis en culture immédiatement, afin de minimiser 
les altérations tissulaires. 
Les explants étaient maintenus en culture pendant 5 jours 
et plus dans les milieux L-15 de Leibovitz ou CMRL, sans sérum 
à 37°C dans une atmosphère humide. A la fin des manipulations, 
le niveau du milieu était ajusté, afin que le tissu croisse à 
l'interface milieu-gaz.Après une période de stabilisation de 



















Les milieux étaient renouvellés aux 48 heures et la 
maturation du tissu était évaluée après O et 5 jours de 
culture. 
2.SINCORPORATION DE PRÉCURSEURS RADIOACTIFS: 
Pour évaluer le taux de synthèse d'ADN, nous avons incubé 
les explants en présence de thymidine tritiée (77,8 Ci/mmole, 
New England Nuclear Corporation, Boston, MA) à la 
concentration de 5 µCi par ml de milieu. 
Pour évaluer la synthèse des protéines, nous avons incubé 
les explants en présence de leucine tritiée ( 8 µCi/ml de 
milieu ;60 Ci/mmole). 
Les précurseurs sont ajoutés à la fin des périodes de 
culture et incorporés durant 4 heures. 
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3.ANALYSES MORPHOLOGIQUES OPTIQUES ET ULTRASTRUCTURALES: 
3.lFIXATION, DESHYDRATATION ET INCLUSION: 
Les explants étaient fixés après la période de 
stabilisation de deux heures (jour 0), alors que les autres 
étaient fixés après 5 jours de culture. La fixation dure une 
nuit à 4°C (le fixateur est une solution de glutaraldéhyde 
2.8% tamponnée avec du cacodylate de sodium O.lM à pH 7.2). 
Ensuite, les explants sont lavés trois fois (15 minutes 
chacun) dans du tampon cacodylate- sucrase 7.5% O.lM à pH 7.2 
à 4°C. La post-fixation se fait dans une solution de tétroxyde 
d'osmium 2% dans du tampon cacodylate de sodium O.lM pendant 
1.5 heures à 4°C. Ensuite, les explants sont lavés 2 fois (10 
minutes chacun) dans du tampon cacodylate sucrase 7.5% O.lM 
à pH 7. 2 à la température de la pièce. Les tissus sont 
déshydratés dans l'alcool 70% pendant 10 minutes . ' dans 
l'alcool 95% (2 x 10 minutes) et dans l'alcool 100% (3 x 15 
minutes) à la température de la pièce. Les tissus sont ensuite 
déshydratés dans l'oxyde de propylène (3 x 15 minutes) et une 
fois pendant 12 heures toujours à la température de la pièce. 
Finalement les explants sont inclus dans l'épon et déposés 
dans l'étuve à 60°C pendant 3 jours. 
3.2COUPES ET COLORATIONS: 
Pour la microscopie optique, des coupes semi-fines ont 
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été obtenues à l'aide de couteaux de verre montés sur 
l 'ul tramicrotome. Les coupes étaient colorées au bleu de 
méthylène et montées avec un milieu synthétique. 
Pour la microscopie électronique, des coupes fines ont 
été obtenues à l'aide d'un couteau en diamant monté sur 
l'ultramicrotome. Les coupes étaient recueillies sur des 
grilles de cuivre de 200 mesh, et étaient colorées à l'acétate 
d'uranyle 1% dans l'eau et ensuite au citrate de plomb. Les 
coupes étaient examinées au microscope électronique Philips 
300. 
3.3AUTORADIOGRAPHIE: 
Certains des explants incubés en présence de thymidine 
tri tiée étaient fixés, inclus dansl' épon et coupés (semi-
f ines) selon la procédure décrite précédemment pour identifier 
les sites de synthèse de l'ADN. Les lames étaient recouvertes 
d'émulsion liquide NTB2 de Kodak à la noiceur. Après séchage, 
elles étaient déposées dans des boites fermées et exposées 
dans le noir pendant 6 semaines. Les lames étaient développées 
dans le révélateurs Kodak (16°C), fixées dans le Dektol et 




D'autres explants ayant été incubés en présence de 
thymidine-H3 étaient pesés et déposés dans des tubes de 
plastique (Vanguard, Neptune,NJ) contenant 200 µl d'eau 
distillée et congelés à -70 °C. Au moment déterminé pour les 
dosages, les tissus étaient dilués selon le rapport 10 mg/ml 
d' H20 et homogénéisés avec un appareil de type polytron 
(Brink.man Instruments, Rexdale, Ontario). 
4.2 MESURE DE LA SYNTHÈSE D'ADN: 
L'ADN est extrait selon la technique de Malo et 
al.(1983): 3 lavages successifs dans TCA 20% - 10% - 5% avec 
centrifugations de 10 minutes à 1800 RPM. La dernière 
centrifugation est suivie d'une ébullition de 30 minutes. Une 
partie du surnageant sert à mesurer le contenu en ADN et 
l'autre portion était mélangée avec du liquide à scintillation 
(Ready Solvant, Beck.man) et la radioactivité est mesurée à 
l'aide d'un compteur Beck.man 2S6800 (Fullerton, CA). 
Le dosage de l'ADN est effectué selon la technique de 
Burton (1956) modifiée par Giles et Myers (1965). Les mesures 
d'absorbance sont établies à deux longeurs d'onde soit à 595nm 
et à 700nm avec un spectrophotomètre de type spectronic 21 
(Bausch et Lornb, Rochester, NY). 
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4.3. MESURE DE LA SYNTHESE DES PROTÉINES: 
Le dosage des protéines est d'abord réalisé dans 
l'homogénat initial par la méthode de Lowry et al. (1951). La 
densité optique est mesurée à 750 nm. 
Pour les mesures d'incorporation de leucine tritiée, les 
protéines sont extraites par 3 lavages: TCA 20% - 10% et NaOH 
0,5N. L'extrait est bouilli pendant 10 minutes. Le contenu en 
protéines est dosé dans cet extrait dont on conservera un 
aliquot pour mesurer la radioactivité incorporée. 
4.4. DOSAGES ENZYMATIQUES: (COLORIMÉTRIQUES) 
4.4.1. LA PHOSPHATASE ACIDE: Une longeur d'onde de 410nm 
est utilisée pour la lecture de la densité optique au 
spectrophotomètre. La courbe standard est établie à partir de 
diverses concentrations de P-nitrophénol phosphate en fonction 
de leur densité optique obtenue avec le spectrophotomètre . 
4.4.2. PHOSPHATASE ALCALINE: L'activité de la phosphatase 
alcaline a été dosée selon la méthode d'Eichholz (1967). Une 
longeur d'onde de 450 nm est utilisée pour la lecture de la 
densité optique au spectrophotomètre. La courbe standard est 
établie à partir de diverses concentrations de P-nitrophénol 
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phosphate en fonction de leur densité optique obtenue avec le 
spectrophotomètre . 
4.5 EXPRESSION DES RÉSULTATS: 
Les contenus en ADN et en protéines sont exprimés en 
µg/mg de tissu et la quantité de précurseurs incorporés dans 
l'ADN ou les protéines est exprimée en DPM (désintégrations 
par minute)/µg. 
Les activités enzymatiques sont calculées en Unités 
Internationales (UI). Dans ce projet, les résultats sont 
exprimés en µmoles de p-nitrophénol libérées par minute (UI) 
par gramme de protéine. 
4.6 STATISTIQUES: 
La moyenne et l'erreur standard sur la moyenne pour 
toutes les conditions expérimentales sont déterminées et la 
comparaison entre ces groupes a été établie par le test "t" de 




1. Développement d'un modèle de culture organotypigue de 
prostate de rat 
Nous avons fixé les prostates de rat, au début et après 
la période de culture (après 5 jours) dans le milieu L-15 et 
nous les avons préparées pour l'observation au microscope 
optique. Nous avons pu ainsi comparer les explants témoins 
avec les explants traités à une même période de culture. Ces 
observations nous ont renseignés sur la morphologie générale 
de la prostate. 
1.1. Observations macroscopiques 
Nous avons observé que la prostate de rat de type 
Wistar se présente sous la forme d'un coeur allongé, de 
couleur blanchâtre, et les lobes sont nettement délimités. La 
glande prostatique est composée en majorité de tissu 
conjonctif très lâche. 
Après deux jours de culture, les explants sont plus mous, 
leur couleur demeure inchangée et ils ont perdu une partie de 
leur contenu sanguin. Le poids de ces explants semble avoir 
peu diminué et la présence de certains facteurs (insuline, 
transferrine) dans le milieu n'influence pas ces paramètres. 
Au cinquième jour de la culture, le poids des explants diminue 
de plus de la moitié de son poids initial, la surface est 
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aplatie et ils ont perdu une grande partie de leur contenu 
sanguin. 
Après deux semaines de culture, la nécrose est 
observable, les explants sont très pâles et le milieu devient 
rosé. 
1.2 Observations microscopiques 
Avant et après la période de culture dans le milieu 
L-15 de Leibovitz, nous avons fixé les prostates et nous les 
avons préparées pour l'observation au microscope. 
1.2.1 Microscopie optique 
Au jour 0 (après six heures de culture), l'apparence 
histologique de la prostate est identique à celle de la 
prostate normale in "vivo". 
la glande est composée 
En effet, nous avons observé que 
surtout d'un épithélium haut 
cylindrique, les noyaux sont ronds et situés à la base de 
l'épithélium (fig.1). La lumière est large et vide (fig.2), le 
stroma est peu abondant ainsi que le tissu entre les acini. 
Au jour 5 de la culture, en présence seulement du milieu 
L-15, nous observons une dégénérescence de l'épithélium 
(fig.3), celui- ci devient cubique bas; le stroma est 
relativement abondant, la lumière des acini est large et 
contient des produits de sécrétion (fig.4). Nous avons observé 
également que l'épithélium se retrouve surtout à la périphérie 
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des explants. On observe dans certains cas de la nécrose 
cellulaire totale après 5 jours de culture dans le milieu L-15 
(fig.5). 
1.2.2 Microscope électronique 
Pour vérifier l'ultrastructure des explants, 
nous avons fait des coupes fines qui, après avoir été 
contrastées ont été observées au microscope électronique. 
Seulement des explants avant la culture et après 5 jours de 
culture dans le milieu L-15 de Leibovitz sans sérum ont été 
étudiés. Nous avons observé que le cytoplasme est rempli de 
réticulum endoplasmique rugeux. En effet, ce sont des citernes 
rempies de substance transparente aux électrons et qui sont 
délimitées par des membranes sur lesquelles sont attachés des 
ribosomes à la surface externe (fig.19). Cet ergastoplasme 
forme souvent un système concentrique de canaux 
intercommunicants. Nous remarquons également la complexité de 
l'appareil de Golgi. L'appareil de Golgi est composé de 
lamelles, vacuoles et vésicules avec une densité variable 
(fig.21). A la surface apicale de la cellule épithéliale, nous 
avons observé un grande nombre de microvillosités projectées 
dans la lumière de l'acinus. On remarque également des 
organites denses aux électrons; ce sont probablement des 
vésicules de sécrétion (fig.22) et des ribosomes libres dans 
le cytoplasme. Sur la figure 23, nous avons observé une 
abondance de mitochondries de différentes formes. 
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Après 5 jours de culture dans le milieu L-15 sans sérum, 
nous observons une perte des microvillosités, le réticulum 
endoplasmique rugeux est moins abondant, les ribosomes se 
détachent du réticulum endoplasmique et quelques vésicules 
denses aux électrons se trouvent près de la surf ace apicale de 
la cellule (fig.24). 
1.2.3 Microscope électronique à balayage: 
Nous avons observé la prostate animale en microscopie 
électronique à balayage et seulement des explants au début de 
culture ont été étudiés. Nous avons remarqué la forme 
polygonale des cellules épithéliales. L'apex de ces cellules 
est convexe et dirigé vers la lumière de la glande (fig.25). 
Les microvillosités sont abondantes à la surface libre de la 
cellule (fig.26). De longueur variable ces microvillosités 
forment des colliers autour des cellules (fig.28) 
On retrouve également d'autres 
épithéliales: ronde, ovale et allongée 
bourgeonnements à la surface cellulaire. 





Dans cette étude de comparaison de milieux, nous 
avons travaillé sur deux paramètres: 
1) Comparaison de deux milieux (L-15 et CMRL) avec 
le mélange : 95%02 - 5%C02 • 
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2) Comparaison de deux milieux (L-15 et CMRL) avec 
le mélange :50%N2 - 45%C02 - 5%C02 • 
Nous avons mesuré la synthèse d'ADN en ajoutant au milieu 
5µCi/ml de thymidine-H3 pendant les quatre dernières heures de 
la culture. Les résultats sont exprimés en DPM par µg d'ADN en 
fonction du temps de culture (après 5 jours). 
1. 3 .1 Comparaison des milieux L-15 et CMRL avec le 
mélange de gaz: 9502- 5%C02 
Dans cette étude, la synthèse d'ADN au jour 0 varie 
énormément entre ces deux milieux. En effet, on obtient une 
différence significative de 160% (fig.29) pour le milieu L-15 
de Leibovitz. Après 5 jours de culture en présence du mélange 
de 95% 0 2- 5%C02 , on observe une diminution de la synthèse 
d'ADN de façon significative dans les deux milieux (P<0,05), 
et une différence de 150% a été obtenu entre les deux milieux. 
1.3.2 Comparaison des milieux L-15 et CMRL en présence du 
mélange de gaz: 60%N2- 45%02- 5%C02 
Nous mesurons encore le paramètre de la synthèse 
d'ADN et nous observons que la synthèse d'ADN au jour 0 dans 
ce mélange varie en culture dans les deux milieux. En effet, 
nous obtenons une différence significative de 99% et 110% pour 
jour 5, ce qui est moins important que dans le cas précédent. 
On remarque qu'il y a une chute de la synthèse d'ADN moins 
importante avec ce mélange contenant de l'azote dans les deux 
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cas (fig.30). 
1.4 Comparaison des deux mélanges de gaz 
Dans cette étude sur les mélanges de gaz, nous avons 
mesuré deux paramètres: 
1) Comparaison de deux mélanges de gaz dans la 
milieu L-15 
2) Comparaison de deux mélanges de gaz dans le 
milieu CMRL 
1. 4 .1 Comparaison de deux mélanges: 95%02 - 5%C02 et 50%N2 
- 45%02 - 5%C02 dans le milieu L-15 
Nous avons remarqué que la synthèse d'ADN au début de la 
culture ne présente pas de différence significative entre les 
deux mélanges de gaz. L'incorporation de thymidine-H3 avec le 
mélange 95%02 5%C02 semble plus élevée qu'avec celui 
contenant de l'azote. Par contre au jour 5 de la culture, la 
situation est inversée mais de façon non significative 
(fig.31). 
1.4.2 Comparaison de deux mélanges: 95%02 -5%C02 et 50%N2 
- 45%02 - 5%C02 dans le milieu CMRL 
Dans cette dernière étude de comparaison, la synthèse 
d'ADN semble encore plus élevée avec le mélange de 95%02 -
5%C02 au jour 0 et on observe une chute importante dans la 
synthèse d'ADN au jour 5 (fig.32). Il faut noter que le nombre 
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d'échantillons est seulement de quatre. 
2. Effet de l'insuline sur la croissance prostatique en 
culture 
Dans cette étude nous avons observé son influence sur la 
synthèse d 'ADN et des protéines, sur les activités 
enzymatiques et sur la morphologie. Nous avons choisi de 
travailler avec une concentration de 125 mU/ml (effet optimal) 
(fig. 33). 
2.1 Synthèse d'ADN 
Pour évaluer la synthèse d'ADN, nous avons ajouté au 
milieu 5µCi/ml de thymidine-H3 pendant les quatre dernières 
heures de la culture. Les résultats sont exprimés en DPM/µg 
d 'ADN en fonction du temps de la culture et le nombre 
d'échantillons est égal à cinq. Alors, nous observons une 
chute importante de la synthèse d 'ADN après 5 jours et 
l'insuline vient augmenter la synthèse de façon significative 
(fig.34). 
2.2 Synthèse des protéines 
La synthèse des protéines 
l'addition de leucine-H3 (5µCi/ml) 
a été évaluée après 
pendant les quatre 
dernières heures de la culture. Les résultats sont exprimés 
toujours en DPM/µg de protéines. L'addition de l'insuline au 
milieu de culture n'influence pas la synthèse de protéines 
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(fig.35) après 5 jours. 
2.3 Activités enzymatiques 
Les activités enzymatiques des phosphatases acide et 
alcaline ont été dosées sur les homogénats. Les activités sont 
exprimées en UI par gramme de protéines. Nous avons observé 
qu'il n'y a pas de variation dans l'activité de la phosphatase 
acide au cours de la culture, même avec l'addition de 
l'insuline (fig.36). Par contre, l'activité enzymatique de la 
phosphatase alcaline augmente après 5 jours de la culture de 
façon significative (P< 0,05) (fig.37), mais l'addition de 
l'insuline n'a pas d'influence sur l'activité de cet enzyme. 
2.4 Autoradiographie 
L'étude par autoradiographie de la prostate de rat 
sur des coupes d'épon que nous avons amené dans ce projet est 
à améliorer du à la dégénération cellulaire après 5 jours de 
culture. Ce pendant, nous avons remarqué qu'en général, les 
noyaux marqués sont localisées en grande partie dans L'épithélium. 
2.5 Observations microscopiques 
Après la période de culture (5 jours) dans le milieu 
supplémenté d'insuline, nous avons fixé les prostates de rats 
et les avons préparées pour l'observation au microscope 
optique. Nous avons pu ainsi comparer les organes témoins avec 
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les organes traités à une même période de culture. Les 
observations nous ont renseignés sur l'effet de la présence 
d'insuline sur la morphologie générale des prostates. Nous 
avons observé, en présence de ce facteur que la morphologie de 
la prostate animale est bien conservée. En effet, l'épithélium 
est relativement haut cylindrique, le stroma est abondant, et 
la lumière contient des produits de sécrétion. On retrouve 
l'épithélium prostatique après 5 jours de culture surtout à la 
périphérie des explants (fig.6). 
3. Effet de la transferrine sur la croissance prostatique 
en culture 
Nous avons étudié les effets de la transferrine sur 
des prostates de rat mâle de type Wistar. Les effets évalués 
sur la synthèse d'ADN et de protéines, les activités de deux 
enzymes: la phosphatase acide, la phosphatase alcaline et la 
morphologie. Nous avons utilisé une concentration de SOµg/ml 
(fig.33). Nous avons comparé les effets de la transferrine 
après 5 jour de culture sur les prostates traitées, avec les 
contrôles du même jour. Ces comparaisons sont mesurées 
statistiquement par le test "T" de Student. Le nombre 
d'échantillons est égal à 5. 
3.1 Synthèse d'ADN 
La détermination de la synthèse d'ADN après 
l'incorporation de la thyrnidine-H3 pendant les quatre 
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dernières heures de culture a été effectuée après 5 jours de 
culture. L'addition de la transferrine n'a pas d'influence 
significative sur la synthèse d'ADN (fig.34). 
3.2 Synthèse de protéines 
La synthèse de protéines ( DPM/µg protéines) est 
mesurée par l'incorporation de leucine-H3 (SµCi/ml) pendant 
les 4 dernières heures de culture. Lorsque le milieu est 
supplémenté de transferrine, la synthèse de protéines n'est 
pas influencée (fig. 35). 
3.3 Activités enzymatiques: 
L'activité enzymatique de la phosphatase acide se 
maintient au cours de la culture et n'est pas modifiée par 
l'addition de transferrine. Par contre, l'activité de la 
phosphatase alcaline augmente au cours de la culture, mais 
n'est pas influencée par le facteur ajouté (figs 36 et 37). 
3.4 Observations microscopiques: 
Pour étudier l'effet de la transf errine sur la 
morphologie des prostates, nous avons fait des études 
d'histologie pour comparer les explants traités et témoins au 
microscope optique. En effet, nous avons observé que 
l'épithélium est cubique bas, la lumière est relativement 
petite avec présence de produits de sécrétion (fig. 8). La 
présence de transferrine n'influence pas l'épithélium 
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prostatique ni le stroma (fig. 9). Les noyaux sont ronds, 
petits, et la structure cellulaire est en voie de se 
désintégrer. 
4. Effet de la combinaison insuline-transferrine 
4.1 Synthèse d'ADN 
La transferrine lorsque combinée avec l'insuline 
vient potentialiser l'effet de cette dernière. En effet, cette 
combinaison stimule la synthèse d'ADN de façon significative 
de sorte que T+I augmente la synthèse d 'ADN au- delà des 
valeurs contrôles du jour 0 (fig.34). 
4.2 Synthèse de protéines 
La synthèse de protéines 
l'addition de leucine-H3 (SµCi/ml) 
a été évaluée après 
pendant les quatre 
dernières heures de la culture. Les résultats démontrent que 
la synthèse de protéines n'est pas modifiée par cette 
combinaison de facteurs de croissance après 5 jours de culture 
(fig.35). 
4.3 Activités enzymatiques 
Les activités enzymatiques des phosphatases acide et 
alcaline ont été dosées sur les homogénats et les résultats 
sont exprimés en DI/gramme de protéines. Nous avons remarqué 
que les activités de ces deux enzymes n'ont pas été modifiées 
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par l'addition de l'insuline et de la transferrine (figs 36 et 
37). 
4.4 Observations microscopiques 
Une bonne morphologie a été observée en présence de 
l'insuline et la transf errine. En effet, l'épithélium est 
cylindrique haut, les noyaux sont ronds et situés à la base 
des cellules (fig. 7) . On observe une dégénérescence 
épithéliale surtout au centre du tissu. Quelques noyaux sont 
présents dans la lumière. L'épithélium est entouré de stroma 
qui est constitué surtout de fibres de collagène. 
5. Effet de l'androstanediol 
Nous avons ajouté de l 'androstanediol (précurseur de 
la testostérone) au milieu L-15 à une concentration de 50µg/ml 
(fig.38) pendant 5 jours de culture pour vérifier ~es effets 
de ce facteur sur certains paramètres. Les résultats obtenus 
avec les explants cultivés en présence de l'androstanediol 
sont toujours comparés à ceux des contrôles de la même période 
de culture. 
5.1 Synthèse d'ADN 
La synthèse d'ADN a été évaluée suite à une 
incorporation de thymidine-H3 durant les quatre dernières 
heures de culture. On observe une stimulation de la synthèse 
d'ADN par rapport au contrôle du jour 5 (fig.39). 
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5.2 Synthèse de protéines 
La synthèse de protéines est mesurée suite à 
l'addition de leucine-H3 • Les explants cultivés avec 
l'androgène ne démontrent pas de variation dans la synthèse 
des protéines pendant la période de culture étudiée (fig.40). 
5.3 Activités enzymatiques 
Les activités spécifiques des deux enzymes ne sont 
pas modifiées par ce facteur ajouté dans le milieu (figs 41 et 
42). Les résultats sont exprimés en UI/grarnrne protéines. 
5.4 Combinaison androstanediol-insuline-transferrine 
Lorsque l 'androstanediol est combiné avec l'insuline 
et la transferrine, la stimulation est importante de sorte que 
A-I-Tr augmente la synthèse d 'ADN au-delà des valeurs de 
contrôles du jour O de façon significative (fig.39}. Par 
contre, cette combinaison n'affecte pas la synthèse des 
protéines (fig.40) et les activités spécifiques des 
phosphatases acide et alcaline (figs 41 et 42). 
6. Effet de la testostérone 
Pour l'étude des effets de la testostérone, nous 
avons utilisé la concentration optimale qui est de 5µg/ml 
(fig. 43) et nous avons observé différents paramètres. Les 
valeurs sont comparées avec celles du contrôle au jour 5 avec 
différentes combinaison de régulateurs. 
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6.1 Synthèse d'ADN 
En culture, nous observons que la testostérone seule 
augmente la synthèse d'ADN de façon significative. Lorsque la 
testostérone est combinée avec l'insuline, la synthèse est 
augmenté davantage après 5 jours de culture, l'effet a même 
dépassé le seuil des valeurs du contrôle du jour O (fig.44). 
6.2 Synthèse de protéines 
La synthèse de protéines n'est pas modifiée par cet 
androgène actif au cours de la culture. Les résultats sont 
toujours exprimés en DPM/µg protéines (fig.45). 
6.3 Activités enzymatiques 
Les activités n'ont pas été modifiées par la testostérone 
(figs.46 et 47). 
6.4 Observations microscopiques 
Pour étudier l'effet de la testostérone sur l'histologie 
de la prostate au cours de la période de culture dans le 
milieu L-15, nous avons fixé les prostates de rats afin de les 
observer au microscope optique. Nous avons comparé ainsi les 
organes contrôles avec les organes traités à une même période 
de culture. Lorsque le milieu est supplémenté avec la 
testostérone, l'épithélium est haut cylindrique, les noyaux 
sont ronds et situés à la base. La lumière est relativement 
grande et contient certains produits de sécrétion. Le stroma 
est également présent (fig.10). 
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6.5 Combinaison testostérone-transferrine-insuline 
Par contre, la combinaison T-Tr-I stimule la synthèse de 
protéines après 5 jours de culture de façon significative 
(fig. 49) . Egalement cette combinaison stimule la synthèse 
d'ADN (fig.48). 
6.6 Observations microscopiques 
Lorsque le milieu est supplémenté avec la combinaison T-
Tr-I, nous avons observé une grande lumière contenant du 
matériel de sécrétion; les noyaux sont distribués sur 
plusieurs couches et situés à la base de l'épithélium. Le 
tissu interacinus est présent en grande quantité et 
l'épithélium est relativement cylindrique et haut (fig.11). 
7.0 Effet du DHT 
Les paramètres choisis autant biochimiques que 
morphologiques sont les mêmes que dans les protocoles 
précédents. nous avons utilisé une concentration de 5 µg/ml 
(fig.43). 
7.1 Synthèse d'ADN 
La synthèse d'ADN est stimulée de façon significative 
après 5 jours de culture; de telle sorte que la DHT augmente 
cette synthèse au-delà des valeurs contrôles du jour 0. 
Lorsque la DHT est combinée avec l'insuline, l'effet ressemble 
à celui de la DHT seule (fig.50). 
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7.2 Synthèse de protéines 
La synthèse de protéines est stimulée par la DHT de façon 
significative, mais par contre elle n'est pas modifiée par la 
combinaison I-DHT (fig. 51). 
7.3 Activités enzymatiques 
Les activités enzymatiques des phosphatase acide et 
alcaline ne sont pas modifiées par la DHT (figs.54 et 55). 
7.4 Combinaison DHT-I-Tr 
Lorsque nous avons comparé la combinaison de DHT-I-Tr 
avec la DHT seule sur la synthèse d'ADN, nous n'avons pas 
observé de différence significative. La combinaison ou la DHT 
seule, augmente la synthèse d 'ADN de façon significative 
(fig.52). La synthèse de protéines est stimulée seulement par 
la combinaison de DHT-I-Tr et la DHT après 5 jours de culture 
(fig.53). Les activités enzymatiques ne sont pas modifiées par 
ce facteur ou cette combinaison. 
7.5 Observations microscopiques 
En présence du DHT, la morphologie de la prostate de rat 
est la mieux conservée. En effet, nous avons remarqué une 
grande lumière contenant peu de matériel de sécrétion avec un 
épithélium cylindrique et les noyaux sont placés les uns sur 
les autres. Les noyaux sont plutôt allongés, nous remarquons 
également la présence abondante de stroma qui est constitué 
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surtout du fibres de collagène (fig.12). 
Lorsque l'insuline et la transferrine sont ajoutées dans 
le milieu en présence de DHT, nous avons remarqué une 
abondance du stroma, et que la lumière est remplie à plus de 
la moitié de produits de sécrétion (fig.13). 
8. O Développement d'un modèle de culture prostatique 
humain 
Comme nous l'avons déjà mentionné précédemment, dû à la 
rareté des échantillons humains, les conditions expérimentales 
essayées sont limitées. Toutefois, nous avons obtenu quelques 
résultats préliminaires pour cette partie. 
8.1 Viabilité 
Nous avons d'abord étudié la viabilité des prostates 
humaines (normale, hypertrophie bénigne et cancer) en culture. 
Pour cela, nous avons mesuré le paramètre de la synthèse d'ADN 
en ajoutant au milieu 5 µCi/ml de thymidine-H3 pendant les 
quatre dernières heures de la culture et les résultats sont 
exprimés en DPM/µg d'ADN en fonction du temps de culture. Le 
nombre d'échantillons se si tue entre 4 et 9. Nous avons 
observé une chute de synthèse d'ADN après 2 jours et cette 
chute est devenue importante après 5 jours. Après 2 semaines 
de culture dans le milieu L-15 sans sérum, avec le mélange de 
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gaz 95%02 - 5%C02 , on observe une légère augmentation de la 
synthèse d'ADN, mais de façon non significative (fig.56). 
8.2 Morphologie 
Morphologiquement, au jour 0 (après 6 heures de culture) 
nous avons observé que l'épithélium prostatique normal est 
cylindrique pseudo-stratifié, le stroma est relativement 
abondant et composé surtout de tissu conjontif élastique et de 
fibres musculaires lisses; les noyaux sont ronds et situés à 
la base de l'épithélium (fig.14). Après 5 jours, la 
morphologie est moins bien conservée; en effet, l'épithélium 
est devenu cubique bas, la lumière est large et contient des 
produits de sécrétion en voie de se calcifier pour devenir des 
corps amylacés (fig.15). Après 2 semaines de culture, nous 
avons observé de la nécrose cellulaire, l'épithélium se 
désintègre, les noyaux sont aplatis et le stroma est encore 
abondant (fig.18). 
8.3 Combinaison transferrine-insuline 
En second lieu, nous avons étudié les effets de 
différentes hormones dont des androgènes sur la culture 
prostatique humaine. Nous avons pu étudier différents 
paramètres tels: la synthèse d'ADN et des protéines; 
l'activité de 2 enzymes (les phosphatases acide et alcaline) 
et la morphologie. 
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Pour l'étude des effets de l'insuline et de la 
transferrine, nous avons choisi de travailler avec des 
concentrations de 5 µg/ml et 50 µg/ml respectivement. 
8.3.1 Synthèse d'ADN 
Pour calculer la synthèse d'ADN nous avons ajouté 
au milieu 5 µCi/ml de thymidine-H3 pendant les quatre 
dernières heures de la culture. Les résultats sont exprimés en 
DPM/µg ADN en fonction du temps de culture. Nous avons observé 
une diminution de la synthèse d'ADN après 5 jours de culture 
dans un milieu sans sérum. L'addition de l'insuline ou la 
transferrine seule ne modifie pas la synthèse d 'ADN; par 
contre, la combinaison de ces deux facteurs a tendance à 
augmenter la synthèse d'ADN mais de façon non significative 
(fig.57). 
8.3.2 Synthèse de protéines 
Pour l'étude de la synthèse de protéines, nous avons 
calculé cette synthèse en ajoutant 5 µCi/ml de leucine-H3 
pendant les 4 dernières heures de la culture. Nous avons 
observé qu'il n'y a aucune influence sur la synthèse des 
protéines. 
8.4 Effet de l'androstanediol, la DHT, et la testostérone 
Nous avons également étudié les effets de 3 importants 
androgènes: androstanediol, testostérone, et DHT sur la 
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culture organotypique de prostate humaine (normale, avec 
hyperplasie bénigne, et cancer). Les concentrations que nous 
avons étudiées sont: 50µg/ml, 5µg/ml, et 5µg/ml, 
respectivement. Les résultats nous montrent que ces trois 
androgènes ont tendance à augmenter la synthèse d'ADN au cours 
de la culture de façon non significative (fig.59). Dû à 
l'erreur standard qui est trop élevée, alors la synthèse de 
protéines n'a pas été modifiée par ces androgènes (fig.60). 
8.5 Activité enzymatique 
Les activités spécifiques de 2 enzymes: les phosphatases 
acide et alcaline ont été étudiées. En effet, elles ont été 
dosées sur les homogénats de p=ostate humaine et sont 
exprimées en UI par grammes de protéines. Nous avons observé 
une tendance à la diminution des activités enzymatiques de la 
phosphatase acide au cours de la culture. Par contre, on note 
une légère tendance à l'au9mentation par la combinaison de 
l'insuline et transferrine (figs.61 et 62). L'activité 
spécifique de la phosphatase alcaline a tendance à augmenter 
après 5 jours de culture. 
8.6 Observations microscopiques 
Au début et après la période de culture (5 jours) nous 
avons fixé les prostates humaines et les avons préparées pour 
l'observation au microscope optique. 
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8.6.1 Microscopie optique 
Au niveau de l'histologie de la prostate humaine normale, 
on retrouve un épithélium cylindrique haut, le stroma est 
abondant et constitué de fibres musculaires lisses et les 
noyaux sont généralement ronds (fig.16). Après 5 jours de 
culture dans le milieu L-15, l'épithélium prostatique devient 
cubique et bas, la lumière est plus large et contient des 
produits de sécrétion qui vont devenir éventuellement des 
corps amylacés. Le stroma est abondant et les fibroblastes 
sont généralement allongés (fig.17). 
IV-DISCUSSION 
1- Justification du choix du milieu: 
Des modèles de culture d'explants de prostate, tant chez 
l'animal que chez l'humain ont été étudiés depuis longtemps. 
En effet, la prostate s'est avévée être un organe extrêmement 
difficile à maintenir en culture à long terme, en particulier 
sous forme d'explants. 
Les premières lignées de cellules prostatiques ont été 
étudiées dans les années 50 et ces lignées ont été maintenues 
en culture dans un milieu riche en composition, et supplémenté 
de sérum. Ces études ont permis d'identifier les différents 
types cellulaires en microscopie optique et électronique, et 
de faire des études physiologiques. 
Il existe plusieurs types de milieu de culture dont le 
milieu Eagle contenant des acides aminés, des vitamines, des 
électrolytes, des sels et des éléments énergétiques 
(galactose, glucose .. ) nécessaires à la survie des cellules. 
Par la suite, un grand nombre de milieux ont été mis sur le 
marché, et pour la culture de cellules organotypiques, les 
milieux les plus fréquemment utilisés sont: le mélange de DMEM 
(Dubelco Minimal Essential Medium) et le milieu HAM (Avner et 
al. 1982) pour des explants; le milieu K-l(Taub, 1980), le MEM 
(minimum essentiel Medium); le L-15 de Leibovitz(Brière 1987), 
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le CMRL(Heatfield 1980) et le milieu de Parker 199(Morgar, 
Morton, Parker 1950). 
Les milieux les plus employés pour la culture 
organotypique de la prostate sont le CMRL et le milieu de 
Parker 199. En 1980, le milieu K-1 a été mis au point par Taub 
et al. pour cultiver des lignées cellulaires de rein. C'est 
un mélange des milieux DMEM et Fl2 de Ham; le sérum est 
remplacé par des hormones, soit l'insuline (5µg/ml), la 
prostaglandine El (25µg/ml), la triiodothyronine (3,2pg/ml) 
et la transferrine (5µg/ml). En raison de la richesse des 
constituants, ce milieu se prête mal à l'étude des effets d'un 
facteur individuel. 
Toutes ces études ont pour but d'éviter l'emploi de sérum 
dans le milieu de culture, car la présence des facteurs dans 
le sérum altère les caractéristiques morphologiques et 
biochimiques des cellules en culture. 
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Calvert et Micheletti (1981) ont essayé plusieurs milieux 
de culture dont le L-15 de Leibovitz, ne contenant ni sérum, 
ni hormone sur les explants d'intestin. Ils ont démontré que 
la morphogénèse des villosités et la différenciation des 
entérocytes de l'intestin foetal de souris se poursuivent 
pendant 72 heures. Par la suite, le milieu L-15 a été utilisé 
pour la culture organotypique d'intestin de souris nouveau-
nées (Malo et al,1983) et d'intestin foetal humain (Ménard et 
al. 1985) 
Brière (1987) mettait au point un modèle de culture 
organotypique de cortex de rein foetal humain dans le milieu 
L-15 de Leibovitz sans sérum ni homones pour une période plus 
de 9 jours. Ces explants sont cultivés dans un enviromment 
totalement contrôlé et isolé des influences de l'organisme, et 
ce modèle a permis d'obtenir des données de base sur la 
morphologie et l'activité fonctionnelle du rein en 
développement "in vitro". La viabilité de ce modèle a été 
démontrée par une morphologie structurale et ultrastructurale 
bien conservées tout au long de la culture. La présence de 
mitoses et de vaisseaux sanguins a été observée. La synthèse 
de protéines, le contenu protéique et l'ADN des explants sont 
stables ou augmentent pendant 9 jours de culture. L'auteur 
observe une chute de la synthèse d'ADN entre le jour 0 et 2 de 
la culture, et ensuite elle reste stable tout au long de la 
culture. 
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Différents types de milieux de culture ont été utilisés 
pour la culture organotypique et cellulaire de prostates 
animale et humaine: le milieu de Parker-199, le CMRL 
(Heatfield et al. 1980), Waymouth-199 (Waymouth 1959), Trowell 
T-8 (Simmett et Morley 1967), PFMR-4 (Lechner et al. 1980), 
PFMR-4A (Peehl 1986). 
La culture organotypique de prostate animale a été 
réalisée pour la première fois dans les années 60 (Simmet et 
Morley 1967) dans un milieu Waymouth-199 sans sérum et ce 
système de culture permettait d'étudier les effets d'un 
facteur individuel ajouté dans le milieu. Johansson (1975) 
mettait au point un modèle de culture d' explants de rat 
maintenus pendant plus d'une semaine dans le milieu Parker-
199 sans sérum. Ces explants sont cultivés dans un 
environement contrôlé et ce modèle permettait d'étudier la 
morphologie et les effets de facteurs exogènes ajoutés dans le 
milieu. L'auteur a étudié également différents paramètres 
biochimiques; synthèse d'ADN, synthèse d'ARN et de protéines. 
En 1975; Johansson et Niemi répétaient l'expérience; mais 
cette fois-ci ils ont voulu vérifier les effets d'androgènes 
sur la culture prostatique. Ils ont démontré que l'addition 
des androgènes dans le milieu stimulait la synthèse d'ADN et 
la morphologie a été bien conservée. 
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Par la suite plusieurs chercheurs ont montré leur intérêt 
dans le domaine de la culture organotypique de prostate 
d'animal (Lasnitzki et Mizuno 1979; Martikainen 1987). Tous 
ces travaux ont pour but d'étudier les différents effets de 
facteurs ajoutés dans le milieu, et permettaient ainsi 
d'étudier les caractéristiques morphologiques et biochimiques 
des cellules prostatiques. 
Le modèle de culture organotypique de prostate d'animal 
a été réalisé il y a longtemps alors que le modèle humain a 
été développé dans les années 80. (Webber 1980; Heatfield et 
al. 1980; Malinin 1980; Merchant et al 1983) et ces modèles de 
culture présentent des problèmes majeurs: prolifération 
anormale de fibroblastes; nécrose cellulaire et les conditions 
de culture sont inadéquates (Peehl 1992). 
Il faut noter que la prostate humaine est différente de 
celle de l'animal par son développement embryologique, 
anatomique et physiologique. 
Heatfield et al.(1980) ont maintenu la prostate humaine 
normale en culture pendant 24 semaines dans le milieu CMRL, en 
présence de sérum et dans un atmosphère de 5% C02 , 45% 02 - 50% 
N2 • Il faut noter le travail de Balogna et al. en 1988, ce 
groupe de chercheurs a réussi à garder en culture des morceaux 
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de tumeurs prostatiques, mais les résultats sont très 
préliminaires. Le milieu utilisé était le DMEM (Dulbecco's 
modified Eagle's medium) additionné de 10% de sérum de veau et 
de cheval; à celui-ci sont ajoutés 50 µg/ml d'hydrocortisone 
et d'insuline. Donc, le milieu est extrêmement riche et 
composé de substances inconnues présentes dans le sérum. 
En s'inspirant du modèle où le milieu est le L-15 de 
Leibovitz (Calvert et Micheletti 1981; Brière 1987) et du 
modèle CMRL de Heatfield et al.(1980), nous avons entrepris 
une étude de comparaison des deux milieux de culture (L-15 et 
CMRL) et de deux mélanges de gaz (5% co2 ; 45% 0 2 ; 50% N2 et 5% 
C02 - 95% 02 ). Les résultats nous démontrent que la synthèse 
d'ADN est supérieure de façon significative dans le milieu L-
15 de leibovitz au jour 0 et au cinquième jour de la culture, 
lorsque les tissus sont inculbés à 37°C en présence du mélange 
95% 02 -5% C02 • Nous avons observé les mêmes résultats lorsque 
la culture se fait à 37°C; mais dans un mélange de gaz de 50% 
N2 - 4 5 % 02 - 5 % co2 • 
Notre étude de comparaison de 2 mélanges de gaz: 50% N2 -
45% 02 - 5% C02 et 95% 02 - 5% C02 ; ne démontre aucune 
différence pour la systhèse d'ADN. 
Alors, nos résultats démontrent bien que le milieu L-15 
est supérieur au milieu CMRL mais qu'il n'y a pas de 
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différence entre les 2 mélanges de gaz pour le paramètre 
étudié. Donc nous avons décidé de travailler avec le milieu 
L-15 de Leibovitz et le mélange 95% 02 - 5% C02 (pour des 
raisons pratiques et écomomiques). 






culture de prostate ont été 
La plupart de ces modèles 
milieux nécessitant du sérum supplémenté 
d'hormones, ou plus complets que le L-15 de Leibovitz (Brière 
1987). Il est important de noter que la prostate animale est 
différente de celle de l'humain par son développement 
embryologique, anatomique, et physiologique et il est 
difficile d' extrapôler les données obtenues chez le rat à 
celles obtenues chez l'humain. Donc il est important de 
comprendre la morphologie de la prostate avant d'en faire 
l'étude en culture organotypique. La prostate chez les animaux 
(chien, rat, souris) est différente de celles de l'homme. En 
effet, elle est divisée en quatre grands lobes: ventral, 
dorsal, latéral et glande coagulante. Ces lobes sont à leur 
tour différents les uns des autres par leur structure et leurs 
types de sécrétion (Price et Williams 1961). Le lobe ventral 
est la partie la plus étudiée, en raison de son plus grand 
volume et c'est également le plus facile à isoler. C'est dans 
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la partie ventrale qu'on y trouve les deux enzymes les plus 
importants de la prostate: la phosphatase acide et la 
phosphatase alcaline (Mann 1978). 
2.1 Morphologie: 
Les observations macroscopiques démontrent que la glande 
prostatique possède en majorité du tissu conjonctif lâche. 
Après 5 jours de culture , le poids a diminué de moitié de son 
poids initial et de la nécrose est observable après 2 semaines 
de culture. Malgré le fait que le milieu utilisé pour notre 
culture s'avère être pauvre, nous avons pu quand même 
maintenir la culture pendant deux semaines. Alors, nous en 
déduisons que la prostate de rat s'adapte assez bien dans le 
milieu L-15 de Leibovitz, mais nous ne pouvons parler de 
différenciation des tissus durant les cinq jours de culture. 
Les mêmes résultats ont été observés par Martikainen (1987); 
non seulement son système pouvait préserver la morphologie, 
mais également, il pouvait maintenir le poids tissulaire 
pendant plus de 2 semaines. 
2.1.1 Microscopie optique 
Les observations en microscopie optique de la prostate au 
jour 0 (après six heures de culture) sont similaires aux 
observations de la prostate normale "in vivo". En effet, la 
glande est composée d'un épithélium haut cylindrique et la 
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lumière ne contient pas de produit de sécrétion. Lorque la 
prostate est encore sous l'effet des androgènes, on dit que la 
prostate est active , alors son épithélium est surtout 
cylindrique. L'épithélium est constitué de deux types de 
cellules: cellules sécrétrices et cellules basales. Les 
cellules sécrétrices s'étendent de la couche cellulaire basale 
jusqu'à la lumière de la glande. Les cellules basales se 
trouvent tout au long de la lame basale et dépourvues de 
fonction sécrétoire. 
Au jour 5 de la culture, nous avons observé que la glande 
est composée d'un épithélium cubique bas et que la lumière 
contient des produits de sécrétion. Le stroma est abondant et 
la glande est devenue moins active après 5 jour de culture 
(Heatfield et al. 1980). 
L'intéraction épithélium-stroma joue un rôle primordial 
dans le développement cellulaire de la prostate, ceci a été 
suggéré pour la première fois par Reischawer en 1925. Franks 
et al. ( 1970) ont rapporté un arrêt du développement de 
l'épithélium prostatique quand il est séparé mécaniquement de 
la partie stromale. Des lignées cellulaires transformées ont 
été utilisées par Webber (1980); la période de culture est 
alors très limitée, car la partie stromale qui joue un rôle 
important dans le développement de l'épithélium est absente. 
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2.1.2 Microscopie électronique 
L'ultrastructure de la prostate a été observée aux jours 
0 et 5 de culture. Nous avons observé que le cytoplasme est 
rempli de réticulum endoplasmique rugeux et cela est 
responsable des propriétés basophiliques élevés observées en 
microscopie optique. C'est également une indication que la 
cellule possède la capacité de synthétiser les protéines en 
grande quantité (Wong et Tse 1981; Flickinger 1974a). Selon 
Brandes et Groth (1961), l'organisation du réticulum 
endoplasmique rugeux permet l'identification des lobes. La 
glande coagulante montre des citernes dilatées à l'extrémité 
et le noyau se trouve au milieu de la cellule. Le lobe ventral 
montre des citernes assez dilatées, et cela donne l'apparence 
d'un certain degré d'individualité, le noyau se trouve à la 
base de la cellule. Les lobes dorsal et latéral ont des 
citernes très dilatées lesquelles occupent plus de la moitié 
du cytoplasme. 
D'autres auteurs rapportent que le réticulum 
endoplasmique rugeux (R.E.R) se trouve surtout dans les 
cellulesau niveau dorsal et latéral de la prostate (wonge et 
Tse 1981). 
Nous remarquons également la complèxité de l'appareil de 
Golgi et de la surface apicale de la cellule. L'appareil de 
Golgi est constitué de lamelles dilatées et parallèles, de 
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vacuoles et de vésicules. Les vésicules sont variables en 
grosseur et en densité électronique et cela est dû 
probablement aux différents stades de maturation des granules 
de sécrétion (Wong et Tse 1981). L'appareil de Golgi a été 
décrit par Flickinger (1974b), et il se trouve en grande 
quantité dans le lobe latéral de la prostate, également, c'est 
dans le GERL qu'on retrouve la phosphatase acide (Helminen et 
Éricsson 1970). 
On remarque la présence de microvillosités à la surface 
apicale de la cellule; des organites denses aux électrons et 
des ribosomes libres dans cytoplasme. Les microvillosités ne 
sont pas uniformes et cela varie selon les lobes. Certaines 
cellules ont des microvillosités courtes et entassées, 
d'autres en ont de longues et minces. Ces microvillosités 
semblent avoir une activité de sécrétion apocrine (Wong et Tse 
1981). On retrouve en abondance des microvillosités dans les 
régions latérale et dorsale (Brandes et Groth 1961). 
Les organites denses aux électrons sont probablement des 
granules de sécrétion. Certains granules sont des lysosomes. 
Ces lysosomes contiennent surtout la phosphatase acide, un 
enzyme très important, impliqué dans le cancer de la prostate. 
On retrouve également une abondance de mitochondries de 
différentes formes; ovale, ronde et allongée. Ces 
mitochondries se retrouvent surtout dans la région ventrale de 
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la prostate. (Webber 1980). 
Nous avons aussi étudié l'ultrastructure de la prostate 
de rat en culture. En effet, après 5 jours de culture dans le 
milieu L-15 de Leibovitz, on remarque que les microvillosités 
sont moins abondantes à la surface apicale de la cellule, le 
réticulum endoplamique rugeux est dégénéré. On peut distinger 
à peine quelques granules de sécrétion dans le cytoplasme, les 
citernes sont aplaties et isolées et les mitochondries sont 
absentes. Ceci peut s'expliquer par la pauvreté du milieu L-
15. Certains auteurs (Gittinger et Lasnitzki 1972) rapportent 
que la présence des androgènes maintiendrait l'ultrastructure 
de celle-ci. 
2.1.3 Microscopie électronique à balayage. 
Peu d'études ont été réalisées sur la prostate en 
microscopie à balayage. Heatfield et al. (1980) ont consacré 
une partie de leur travaux sur l'étude de la prostate humaine 
normale en l'observant en microscopie à balayage, et c'est en 
1988 que l'étude a été plus élaborée grâce aux travaux de 
Chow. 
Dans notre travail, nous avons 
formes de cellules; soient: rondes, 
remarqué différentes 
ovales et allongées. 
L'apex de ces cellules est convexe, les microvillosités sont 
abondantes et de longeur variable (Barham et al. 1979; Wong 
1983). Les cellules qui sont plus lisses sont dépourvues de 
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microvillosités et cela est dû probablement aux sécrétions de 
matériel par la cellule (Chow 1988). 
3. Étude de l'effet de l'insuline et de la transferrine sur 
la prostate de rat en culture. 
Avec le modèle de culture que nous avons utilisé, où 
l'environement est entièrement contrôlé, nous avons pu étudier 
l'effet direct de l'insuline et de la transferrine. Peu 
d'études sur les régulateurs ont été réalisées jusqu'à 
maintenant sur la prostate "in vitro". L'insuline est un 
facteur que l'on considère comme un produit des îlots de 
Langerhans. Selon Colca et Hazelwood (1976), l'insuline est 
exprimée des les premiers stades de l'organogénèse de poulet; 
et il est même actif avant la formation du pancréas (Bassas et 
al. 1987). L'insuline est considérée comme un facteur 
essentiel in vitro lorsqu'il n'y a pas de sérum (Lostroh 
1968); elle stimule la sécrétion de l'acide citrique, les 
enzymes et augmente la synthèse de protéines dans certaines 
conditions. Selon Barnes et Sato (1980), presque toutes les 
lignées cellulaires nécessitent la présence de l'insuline, qui 
est l'un des facteurs de croissance présent dans le sérum 
insuline stimule la croissance et la prolifération de 
certaines cellules somatiques in vitro et elle agit en 
synergisme avec d'autres hormones et des facteurs de 
croissance (Strauss 1984 , Rozengurt 1980). 
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L'insuline a été démontrée être un facteur important pour les 
cellules prostatiques en culture; il stimule la croissance de 
l'épithélium prostatique humain aux dépens des fibroblastes 
(Webber 1980). En culture organotypique de la prostate, elle 
agit en synergisme avec la testostérone et imite les effets de 
celle-ci à court terme (Santti et Johansson 1973). 
La transferrine est une glycoprotéine sérique (PM 89Kd) 
qui est reconnue comme essentielle pour la croissance des 
cellules en culture en absence de sérum (Barnes et Sato 1980). 
Elle contrôle la prolifération et la différenciation 
cellulaire (Ekblom et al 1983). La prolifération cellulaire 
est reliée à l'expression de récepteurs membranaires, lesquels 
ont été beaucoup étudiés (May et Cuatrecassac 1985). Son rôle 
est de transporter le fer à l'intérieur de la cellule, et cet 
élément est suffisant pour stimuler la prolifération. 
Certains auteurs ont proposé que la transferrine puisse être 
un facteur de croissance, générant des signaux 
intracellulaires par l'intermédiaire de son récepteur, mais on 
admet généralement que la transferrine se définit plutôt comme 
un facteur de transport, supportant la prolifération 
cellulaire en internalisant le fer ( Laskey et al. 1988). 
D'après Shapiro et Wagner (1988), le nombre de récepteurs de 
la transferrine est augmenté par l'insuline, lorsqu'elle est 
ajoutée à la transferrine dans un milieu sans sérum.D'autre 
part on retrouve des concentrations de transferrine plus 
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élévées dans l'urine de patients étant atteints de cancer 
prostatique. (Wilson et al. 1981; Fernandez et al. 1986) 
Nous avons utilisé des concentrations différentes pour 
l'insuline et la transferrine: Sµg/ml et 50,0µg/ml 
respectivement. 
3.1 La prolifération cellulaire: 
L'état prolifératif des explants de prostate de rat 
cultivés est déterminé biochimiquement par l'incorporation de 
thymidine tritiée. Cette technique permet de rendre compte, 
avec précision et rapidité de leurs actions sur la synthèse 
d'ADN. 
Ainsi, nous avons observé une chute de la synthèse d'ADN 
après 5 jours de culture. Cette baisse de synthèse n'est pas 
surprenante et peut s'expliquer par un manque de vitamines, 
acides aminés, électrolytes et éléments énergétiques 
nécessaires à la survie des cellules. Mais la raison 
principale est probablement l'absence d'androgènes ou de 
facteurs de croissance dans le milieu de culture. Rappelons 
que la prostate est une glande androgène-dépendante et que 
lorqu'on l'isole dans un environnement pauvre; elle devient 
inactive. 
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L'effet de l'insuline sur la prostate en culture est 
stimulant. En effet l'insuline augmente la synthèse d'ADN au 
cinquième jour de la culture de façon significative. Certains 
travaux ont rapporté des résultats semblables ( Johansson 
1975; Martikainen 1987) confirme que l'insuline est un 
mitogène puissant qui exerce ses effets spécifiquement sur 
l'épithélium prostatique. 
Nous n'avons pas pu pousser l'étude sur l'incorporation 
de thymidine tritiée. A notre connaissance, très peu de 
travaux ont été réalisés à l'aide de l'autoradiographie de 
prostate animale en culture. Par contre, nos résultats 
préliminaires démontrent que les sites d'incorporation se 
trouvent surtout au niveau de l'épithélium. 
La transferrine a été décrite comme un transporteur de 
fer (Laskey et al. 1988). Cependant, la prolifération n'a pas 
été influencée par ce facteur au cours de la culture. Il a 
tendance à stimuler la synthèse d 'ADN mais de façon non 
significative. Martikainen (1987) a rapporté que les 
recepteurs de la transferrine sont absents au niveau de 
l'épithélium prostatique. Dans ce travail, nous avons démontré 
que lorsque la transferrine est combinée avec l'insuline, elle 
vient potentialiser l'effet de celle- ci de sorte qu'elle 
augmente la synthèse d'ADN au delà des valeurs du contrôle au 
jour O. Donc, la transferrine agit en synergisme avec 
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l'insuline, permettant ainsi la stimulation de la synthèse 
d'ADN. 
Globalement, ces résultats permettent d'affirmer que: 
l) La synthèse d'ADN diminue au cours de la culture 
2) L'insuline influence la synthèse d'ADN après 5 
jours de culture. 
3) La transferrine n'a aucune influence sur la 
synthèse d'ADN; mais par contre lorque combinée 
avec l'insuline, elle agit comme un 
potentialisateur de sorte qu'elle augmente la 
synthèse après 5 jours de culture, au delà des 
valeurs obtenues avec l'insuline seule. 
Simmett et Morley (1967) ont rapporté que la synthèse 
d'ADN de prostate in vitro peut dépasser celle in vivo. Cela 
est dû à l'isolement de la glande dans un autre environnement. 
Les résultats préliminaires de Martikainen (1987) démontrent 
que le taux de la synthèse d'ADN de prostate de rats castrés 
est augmenté de 10 fois en absence d'hormones après 2 semaines 
en culture. 
3.2 Morphologie: 
L'apparence histogique au microscope optique de la prostate 
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de rat, au jour 5 de la culture dans un milieu sans sérum, est 
identique à celle de la prostate de rat castré. Ainsi, nous 
observons que l'épithélium est cubique, bas et se retrouve à 
la périphérie des explants. Lorsque le milieu est supplémenté 
avec l'insuline, la morphologie est modifiée par l'addition de 
ce facteur. En effet, c'est surtout l'épithélium pr9statique 
qui a été influencé par l'insuline et les mêmes résultats ont 
été obtenus par Martikainen (1987); Johansson et al. 1975; 
Lostroh 1970). En effet; l'épithélium redevient haut 
cylindrique et montre quelques signes d'hyperplasie. 
La présence de l'insuline in vitro stimule la sécrétion 
de l'acide citrique, augmente la taille des noyaux et rétablit 
l'activité mitotique cellulaire de l'épithélium sécrétoire 
(Calame et Lostroh 1964; Lostroh 1971). Alors, selon les 
résultats morphologiques que nous avons obtenus, nous pouvons 
en déduire que l'insuline est essentielle pour la culture 
organotypique de prostate de rat. Par contre, la présence de 
la transferrine ne semble pas jouer un rôle dans la 
prolifération de la prostate de rat en culture. 
3.3 Activités enzymatiques et synthèse protéique: 
Les activités enzymatiques ne semblent pas influencées 
par les 2 facteurs. L'activité de la phosphatase acide se 
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maintient au cours de la culture, par contre l'activité de la 
phosphatase alcaline augmente après 5 jours de culture. 
La phosphatase acide a été le premier marqueur tumoral 
prostatique, ainsi en cas de cancer métastasique, 2/3 des 
patients ont une élévation du taux plasmatique de la 
phosphatase acide provenant de la prostate. La phosphatase 
alcaline est moins spécifique que celui de la phosphatase 
acide. Il a été proposé par Gutman et Gutman (1938) comme 
marqueur des 
métastasiques 
cellules osseuses qui 
(Catalona et Scott 
entrourent les lésions 
1986). En résumé, les 
résultats que nous avons obtenus sur l'activité des 2 enzymes 
n'ont rien de révélateur sur l'effet de l'insuline et de la 
transferrine. L'activité de la phosphatase acide se maintient 
tout au long de la culture et celui de la phosphatase alcaline 
augmente après 5 jours de culture. On n'a pas pu vérifier 
l'activité des 2 enzymes après 2 semaines de culture, mais 
l'hypothèse suppose qu'il y aurait une chute de l'activité, et 
qu'on en trouverait surtout dans le milieu de culture. 
La synthèse de protéines diminue après 5 jours de culture 
et aucun des facteurs ajoutés dans le milieu ne l'influence. 
Par contre, la cornbinason insuline transferrine a tendance à 
stimuler cette synthèse. Nos résultats ne sont pas en accord 
avec les travaux de Lostroh ( 1970). Il a démontré que 
l'insuline est nécessaine in vitro et augmente la synthèse des 
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protéines en culture. Il y a plusieurs hypothèses pouvant 
expliquer ce phénomène. Lostroh travaillait sur des prostates 
ventrales de souris de 9 semaines, alors que nous avons 
travaillé sur des prostates de rats adultes entières. D'autre 
part, la concentration d'insuline utilisée par Lostroh était 
plus élevée que celle utilisée dans notre laboratoire. Donc, 
la race, l'âge et la concentration d'insuline sont des 
facteurs qui pourraient influencer la synthèse de protéines. 
4. Étude de l'effet d'androgènes sur la prostate de rat en 
culture: 
Avec un tissu comme la prostate, laquelle est sous 
l'influence totalement des androgènes in vivo et qui est 
capable de croître en culture organotypique, les hormones 
androgéniques devraient jouer un rôle important dans la 
préservation de tissus et dans la prolifération cellulaire 
(Martikainen 1987). La prostate est un organe hormono-
dépendante, donc la présence de la testostérone est 
essentielle à son développement et à sa différenciation. Le 
rôle des androgènes dans le développement et le maintien de la 
prostate est sans doute le système de régulation le plus connu 
au niveau de cette glande. Les recherches sur le rôle et le 
mécanisme d'action des androgènes au niveau de la cellule 
prostatique ont été entreprises depuis longtemps. La 5-a 
dihydrotestostérone est l'androgène responsable de l'effet 
trophique sur la prostate (Mulder et al. 1983, 1984). Elle se 
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lie à un récepteur biologique pour former un complexe qui va 
se fixer à des sites accepteurs au niveau du noyau, à la 
chromatine pour livrer son message biologique. 
La concentration intracellulaire de la DHT est un facteur 
déterminant important de la réponse biologique. Deux facteurs 
jouent un rôle dans le maintien du niveau de la concentration 
de la dihydrotestostérone dans la cellule prostatique: 
premièrement sa production à partir de testostérone et 
deuxièmement son métabolisme intracellulaire en d'autres 
formes stéroidiennes peu ou pas activé à ce niveau. 
La testostérone libre du plasma entre dans la cellule 
prostatique par la diffusion passive et elle est rapidement 
métabolisée par une série d'enzymes prostatiques (Baulieu et 
al. 1968). Plus de 90% de la testostérone intracellulaire est 
irréversiblement convertie en dihydrotestostérone par l'action 
de la Soc-réductase, un processus NADPH dépendant (Bruchovsky 
et Wilson 1968). 
La DHT est également sujette à différentes 
transformations réversibles pour former le 3oc -diol (Soc-
androstane-3oc, 17B-diol) et 3B-diol (Soc-androstane 3B, 17B-
diol) . La DHT peut être aussi convertie en 5-androstanedione 
par l'action de la 17B-hydroxystéroide oxydase. La réduction 
de 4-androstènedione par l'action de la Soc-réductase produit 
aussi la s~-androstanedione. 
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Les 3~ et 3B diols formés à 
partir de la DHT( fig 3) peuvent subir des transformations 
réversibles pour donner respectivement, par l'action de la 
17B-hycroxystéroide oxydase, l'androstérone et 
l'épiandrostérone. Le 3~-diol est considéré androgène 
efficace à cause de sa transformation rapide en DHT. Le 3B 
diol ne peut pas subir une telle transformation et il est 
rapidement converti d'une façon irréversible en Sa- androstane 
3B, 15~, 17B-triol. Ces triols ne possèdent pas d'activité 
androgénique et ils ne peuvent pas former de la DHT (Sheridan 
etal. 1979). 
Globalement, la DHT elle-même est métabolisée au niveau 
de la cellule prostatique par trois voies impliquant 7 
activités hydroxystéroide oxydoréductasiques (HSOR). Ce sont 
les 3~, 3B et s~-réductases, les 3~, 3B et 17B oxidases ainsi 
que la 17B-réductases. Selon Sheridan et al. (1979), 
l'activité et la vitesse de chacune de ces 7 voies 
métaboliques peuvent être utilisées 
métaboliques au niveau de la prostate. 
comme des marqueurs 
De plus, elles forment 
la balance qui règle la quantité de DHT à l'intérieur de la 
cellule prostatique. 
4.1 Prolifération cellulaire 
L'état prolif ératif des explants de prostate cultivés est 
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déterminé par l'incorporation de thymidine tritiée. 
Après 5 jours de culture dans le milieu L-15 de 
Leibovitz, une chute de synthèse d'ADN est observable. Comme 
nous en avons déjà discuté auparavant, cette baisse est due 
probablement à la pauvreté de la composition du milieu et à 
l'absence de facteurs de croissance dans le milieu de culture. 
De tels résultats ont été rapportés par Johansson et 
Niemi(1975), Johansson (1975) et Martikainen(1987). 
Nous avons démontré que l'androstanediol seul (50µg par 
ml) ne modifie pas la synthèse d'ADN après 5 jours de culture. 
Par contre, l'addition de la combinaison d'insuline et de 
transferrine stimule la synthèse d 'ADN de façon significative, 
de sorte qu'elle augmente cette synthèse au delà des valeurs 
du contrôle au jour 0. Alors, la combinaison Insuline-
Transferrine agit en synergisme, permettant ainsi la 
stimulation de la synthèse d'ADN. 
La concentration optimale de l'androstanediol que nous 
avons utilisée pour la culture est de 50µg par ml, et les 
résultats nous démontrent que au-delà de 50µg par ml, des 
signes de toxicité sont observables alors qu'au-dessous de 
cette concentration, nous n'avons aucune stimulation de la 
synthèse d'ADN. Si nous comparons cette concentration avec 
les concentrations de testostérone et de dihydrotestostérone 
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( DHT) utilisées en culture, nous remarquons que la 
concentration d'androstanediol est dix fois plus élevée que 
celles de la testostérone et de la DHT. Alors les résultats 
démontrent donc que l'androstanédiol est beaucoup moins 
efficace que la testostérone et la DHT. De tels résultats ont 
aussi été obtenus par Johansson et Niemi (1975). 
La DHT est l'androgène le plus puissant selon nos 
résultats. Lorsqu'on additionne la DHT seule dans le milieu 
de culture, elle stimule la synthèse d'ADN et même au-delà du 
seuil des contrôles au jour O. L'addition de la combinaison 
insuline-transf errine 
dihydrotestostérone. 
n'influence pas l'effet de la 
Les concentrations d'androgènes que nous avons utilisées 
pour la culture prostatique dépassent largement les 
concentrations physiologiques équivalents à 1-5 ng par ml 
Rosko et al. 1968; Rivilora et al 1968, et les résultats nous 
démontrent que les androgènes stimulent la synthèse d'ADN de 
façon significative. Les résultats de Lasnitzki et al. (1975) 
ne démontrent aucune stimulation avec avec l'androstanediol. 
Comme nous l'avons déjà mentionné, la prostate est 
dépendante totalement des androgènes "in vivo", il y a 
cependant certains auteurs qui présentent des résultats 
opposés "in vitro". Selon Johansson et Niemi (1975), la 
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quantité d'ADN est plus élevée dans le contrôle que dans les 
tissus en culture en présence des androgènes. Ils ont 
démontré également que la quantité d'ADN diminue plus 
lentement que le poids de la prostate après la castration 1 et 
que cette quantité est encore diminuée lorsqu'on additionne 
les androgènes dans le milieu.Cela est dû probablement à la 
réduction du nombre des cellules épithéliales. 
4.2 Morphologie 
Avec des concentrations élevées d'androgènes utilisées en 
culture prostatique 1 les résultats histologiques sont très 
variables (Lasnitzki 1970) car les concentrations sont non 
physiologiques et les résultats sont évalués visuellement 
seulement. Des concentrations faibles de testostérone et de 
dihydrotestostérone stimulent seulement les parties 
périphériques des explants prostatiques de la partie ventrale 
(Gittinger et Lasnizki 1972; Johansson et Niemi 1975) et cela 
est dû à une pénétration insuffisante des androgènes dans le 
tissu. 
Nos résultats concordent avec les résultats des auteurs 
mentionnés ci-haut. En effet les stimulations s'effectuent 
surtout à la périphérie des explants. L'androgène actif (DHT) 
stimule l'épithélium plus efficacement que la testostérone 
(c'est-à-dire que l'épithélium est cylindrique et plus haut 
74 
en présence de DHT qu'en présence de testostérone). 
4.3 Activités enzymatiques et synthèse protéique 
La phosphatase acide se maintient au cours de la 
culture alors que l'activité de la phosphatase alcaline 
augmente après 5 jours. Cependant, les activités enzymatiques 
ne sont pas influencées par les androgènes 
Des travaux de Gittinger et Lasnitzki (1972) suggèrent 
que les androgènes ne sont pas des stimulateurs de la synthèse 
de protéines, lorsque les explants sont cultivés dans un 
milieu contenant 10% de sérum chez les rats, et cobayes. 
Calame et Lostroh (1964) ont obtenu les mêmes résultats chez 
les rats castrés. Contrairement aux travaux de Johansson et 
Niemi (1975), la présence de testostérone et de 
dihydrotestostérone stimule la synthèse de protéines dans un 
milieu défini. Cette différence est due probablement à une 
stimulation pléiotropique du sérum, lequel masque les 
stimulations des hormones, et ceci amène à confirmer que les 
androgènes sont capables de stimuler la synthèse de protéines 
in vitro (Lostroh 1968; Santti et Johansson 1973) et in vivo 
de la prostate ventrale de rat. 
Nos résultats viennent confirmer les résultats de 
Johansson et Niemi ( 1975), la présence de DHT seule peut 
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stimuler la synthèse de protéines après 5 jours de culture 
dans le milieu L-15 de Leibovitz, alors que l'androstanediol 
ou la testostérone seule ne peuvent stimuler cette synthèse. 
L'addition de la combinaison insuline-transferrine joue un 
rôle très important au niveau de la synthèse de protéines, car 
elle est capable de la stimuler en présence de la 
testostérone. Donc, l'insuline et la transferrine agissent en 
synergisme avec la testostérone, permettant ainsi la 
stimulation de la synthèse de protéines. L' androstanediol est 
une hormone peu active, et même lorsqu'on ajoute la 
combinaison insuline-transferrine, il n'y a pas vraiment de 
stimulation de la synthèse. Par contre, la 
dihydrotestostérone est une horITLone très active au niveau de 
la prostate; son effet atteint le seuil maximal et la présence 
de l'insuline-transferrine n'a aucun effet sur la synthèse de 
protéines. Selon Lostroh (1971), l'insuline est nécessaire en 
présence de testostérone in vitro, elle augmente le volume du 
noyau, rétablit l'activité mitotique de l'épithélium 
sécrétoire et elle stimule la synthèse de l'acide citrique et 
des protéines. 
5.0 Etude de la prostate humaine en culture 
La prostate humaine est considérée comme différente de 
celle des rongeurs au niveau du développement embryologique, 
de l'anatomie et de l'étiologie de la maladie. La biologie de 
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l'épithélium prostatique humain est encore inconnue, et le 
cancer de la prostate est la deuxième cause de décès chez 
l'homme. (Peehl 1992, Bologna et al. 1988) 
Des modèles de culture cellulaire prostatique ont été 
étudiés depuis longtemps (Stonington et Hemmingsen 1971; 
Shroeder et al. 1971; Webber 1974; Stone et al. 1975), alors 
que des modèles de culture organotypique n'ont été étudiés que 
récemment (Webber 1980; Heatfield 1980; Franks 1980; Malinin 
1980; Merchant et al. 1983). L'avantage de ce modèle de 
culture est qu'il est bien défini et contrôlé permettant ainsi 
d'étudier la prolifération et la différentiation cellulaires 
de la prostate. 
Heatfield et al. (1980) ont réussi à cultiver des 
explants prostatiques humains normaux pendant 24 semaines, et 
ils ont étudié à long terme la morphologie et l'ultra-
structure de ces explants cultivés dans le milieu CMRL en 
présence de sérum. Dans notre modèle, nous avons travaillé 
avec le milieu L-15 de Leibovitz sans sérum, car nous nous 
sommes inspirés du modèle animal que nous avons mis au point. 
5.1 Morphologie 
Les explants sont cultivés dans le milieu L-15 sans 
sérum, et incubés dans un atmosphère de 95% 02 - 5%C02 et nous 
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avons pu les maintenir pendant 2 semaines. La synthèse d'ADN 
diminue après la cinquième jour de culture et elle a tendance 
à augmenter jusqu'au quatorzième jour. Donc, la prostate est 
une glande hétérogène , et son analyse représente une tâche 
très difficile pour les biologiste qui ne sont pas des 
pathologistes ( Peehl, 1992). Les échantillons que nous avons 
obtenus proviennent surtout de la prostatectomie radicale; 
nous avons également essayé de cultiver des biopsies et compte 
tenu du volume limité de chaque biopsie, nous avons décidé de 
travailler seulement sur des morceaux de prostate normale 
provenant de la prostatectomie radicale. Puisque la prostate 
est une glande hétérogène, et lorsqu'on parle de morceaux de 
prostate normale, on sous-entend qu'il existe un certain 
pourcentage de BPH (hypertrophie bénigne prostatique) ou de 
cellules malignes. D'après nos résultats, la morphologie a 
été bien conservée après cinq jours de culture, le stroma est 
abondant, la lumière est généralement large. La glande est 
bordée de l'épithélium cubique simple ou cylindrique dépendant 
de l'état physiologique. Nous observons également des corps 
amylacés (condensation des sécrétions de la glande 
prostatique) lesquels augmentent avec l'âge. 
5.2 Etude des facteurs sur la prostate humaine en culture 
Insuline, transf errine et les androgènes ( androstanediol, 
testostérone et dihydrotestostérone) sont des hormones 
importantes pour la culture prostatique de rats; ce qui a été 
démontré par nos résultats. 
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Elles jouent un rôle dans la 
prolifération et la différenciation cellulaires. 
Il faut noter que les résultats pour la partie humaine 
sont très préliminaires, ce pendant il permet d'ouvrir une 
voie pour l'avenir; c'est plutôt un point de départ. Comme je 
l'ai déjà mentionné, il est difficile pour un chercheur, 
lequel n'est pas pathologiste, de travailler sur la culture de 
prostate humaine; qu'elle soit normale, hyperplasique ou 
néoplasique. Il faut comprendre aussi qu'il est important de 
travailler sur un grand nombre d'échantillons et que l'accès 
ne doit pas être restreint. Alors que dans notre cas, nous 
avions eu très peu d'échantillons pour débuter le projet à 
long terme. Donc, les résultats que nous avons présentés sont 
très préliminaires; cette partie doit être faite dans le cadre 
d'un projet de doctorat. 
Nous nous sommes alors inspirés de notre modèle animal et 
nous voulions essayer de voir les effets de ces cinq hormones 
sur la synthèse d'ADN et la synthèse de protéines. D'après 
nos résultats préliminaires, ancun facteur ne modifie la 
synthèse d'ADN et la synthèse de protéines; seule la 
combinaison des trois androgènes ( androstanediol-testostérone-
DHT) semble stimuler la synthèse d 'ADN après 5 jours de 
culture, mais de façon non significative. 
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Selon Lasnitzki et al. 1975, la testostérone et la 
dihydrotestostérone ont une fonction dans le développement 
cellulaire menant à l'hypertrophie bénigne prostatique humaine 
et la conversion de testostérone en DHT se produit au niveau 
de la glande tumorale (Siiteri et Wilson, 1970; Becker 1972; 
Harper et al., 1974). Les résultats de Lasnitzki et al. 1975 
suggèrent que la croissance de stroma et de l'épithélium est 
contrôlée par les androgènes et que ceci est considéré comme 
un facteur important dans l'évaluation d'un prognostique 
clinique. Dilley et Burkkoff(l977), ont rapporté que la 
combinaison insuline-lactogène placenta d'humain-testostérone 
stimule la synthèse d'ADN de 80 % et plus après 4 jours de 
culture des explants humains sieges d' hyperplasie bénigne 
prostatique humaine. Ils ont démontré également que la 
croissance cellulaire se produit au niveau de l'épithélium 
prostatique. 
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V-CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
La culture organotypique permet d'isoler les tissus hors 
de l'organisme. Elle permet alors d'étudier l'effet de 
certains facteurs sur la prolifération et le développement de 
la prostate de rat et humaine. 
Nous avons cultivé des explants de prostates de rat et 
humaine normale dans un milieu composé uniquement des éléments 
essentiels à la survie du tissu, sans sérum et sans hormone. 
Nous pouvons donc contrôler entièrement les conditions de 
culture. La viabilité a été démontrée par la synthèse de 
l'ADN, la synthèse de protéines et le dosage des activités 
enzymatiques pendant 5 jours de culture. De plus, des 
observations microscopiques ont démontré que l'intégrité 
morphologique était maintenue. 
Notre étude de comparaison nous a démontré que le milieu 
L-15 de Leibovitz était supérieur au CMRL et que le mélange de 
gaz 95% O - 5% CO est favorable pour la culture organotypique 
de prostate. Ces résultats permettaient alors de débuter 
l'étude des effets de certains facteurs. Nos résultats 
démontrent pour la première fois que la prostate humaine 
normal peut être maintenue en culture dans un milieu sans 
sérum et sans hormone durant une période de 2 semaines. 
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Nous avons tout d'abord vérifier l'effet de l'insuline et de 
la transf errine sur la prostate de rat pendant 5 jours de 
culture. L'insuline stimule la synthèse d 'ADN de façon 
significative, alors que la transferrine n'affecte pas cette 
synthèse. Cependant, la combinaison insuline-transf errine 
stimule la synthèse d'ADN de façon significative de sorte que 
insuline et transf errine augmentent la synthèse au-delà des 
valeurs des contrôles du jour O. 
La synthèse de protéines n'est pas affectée par les 2 
facteurs; soit seuls ou en combinaison après 5 jours de 
culture. La phosphatase acide se maintient au cours de la 
culture, alors que la phosphatase alcaline augmente après 5 
jours de culture et ces activités enzymatiques n'ont pas été 
modifiées par l'insuline ou la transferrine. 
La morphologie de la prostate de rat après 5 jours de 
culture a été bien conservée en présence de la combinaison 
insuline-transferrine. L'ultrastructure a été également bien 
conservée après 5 jours de culture. 
Nous avons aussi vérifié l'effet de 3 androgènes: 
l 'androstanediol, la testostérone et la dihydrotestostérone et 
les concentrations utilisées pour la culture sont: 50 µg par 
ml, pour l'androstanediol et 5 µg par ml pour la testostérone 
et la dihydrotestostérone. La synthèse d 'ADN est stimulée par 
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l'androstanediol, I-Tr-A, T; I-T; I-Tr-T; DHT; DHT-I et DHT-I-
Tr et la synthèse de protéine est stimulée par: DHT-I; DHT-T-
Tr, et I-Tr-T. 
En présence de ces androgènes, la morphologie de la 
prostate de rat a été bien conservée. La dihydrotestostérone 
et la testostérone rétablissent la morphologie normale de 
l'épithélium après 5 jours de culture. En effet, l'épithélium 
est haut cylindrique, la lumière est large et contient des 
produits de sécrétion. Les activités enzymatiques de la 
phosphatase acide et la phosphatase alcaline ne sont pas 
modifiées par ces androgènes. Cependant, la phosphatase acide 
se maintient au cours de la culture alors que la phosphatase 
alcaline augmente après 5 jours de culture. 
Nous avons également cultivé des prostates humaines 
normales pendant 2 semaines dans le milieu L-15 de Leibovitz 
sans sérum. Les résultats de cette deuxième partie ne sont 
que des données de base; ces résultats sont très préliminaires 
car dû au petit nombre d'échantillons et au temps limité. 
Cependant, ils servent de point de départ. Nous avons établi 
un profil de la synthèse d'ADN, de la synthèse de protéines et 
des activités enzymatiques. La synthèse d'ADN et de protéines 
chute après 5 jours de culture; quant aux activités 
enzymatiques, elles ne varient pas. Nous avons aussi vérifié 
l'effet de plusieurs facteurs, mais aucun de ces facteurs 
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n'influence la synthèse d'ADN, de protéines et les activités 
enzymatiques. 
D'après nos expériences, nous croyons que le modèle 
animal n'est pas vraiment applicable au modèle humain. Il 
faudrait préparer deux protocoles différents; car il est 
difficile d'extrapôler les données, étant donné que la 
prostate humaine est différente de celle des rongeurs par son 
développement embryologique, anatomique et physiologique. 
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Perspectives futures 
Comme perspectives, nous proposons d'abord de développer un 
nouveau modèle pour la culture de la prostate humaine. Les 
paramètres doivent être identifiés de façon claire et nette et 
les ententes éthiques doivent être respectées. 
il faudrait travailler sur un plus 
Deuxièmement, 
grand nombre 
d'échantillons, que ce soit avec la prostate normale, bénigne 
ou maligne, et il est important que la collaboration avec des 
cliniciens, pathologistes, ou autres soit faite avant. Il 
serait bon que ce projet se poursuive dans le cadre d'un 
doctorat. Quant à moi, je suis très optimiste que ce projet 
se réalisera et permettra de trouver de nouvelles techniques 
pour détecter le cancer de la prostate plus précocément. 
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Fig 1-2: Morphologie de la prostate au début de la 
culture (jour O;plus 6 heures de culture) dans le milieu L-15. 
Fig 1: La glande est composée d'un épithélium haut 
cylindrique, les noyaux sont ronds et situés à la base de 
l'épithélium. Cette glande prostatique est encore très active 
( 7 5x) . 
Fig 2: On observe encore la présence de l'épithélium 
cylindrique. On retrouve une grande lumière vide. Le stroma 









Figs 3-5: Morphologie de la prostate après 5 jours 
de culture dans le milieu L-15. 
Fig 3: Une dégénérescence de l'épithélium est 
observée; l'épithélium devient bas cubique et au centre du 
tissu, l'épithélium est complètement dégénéré (150x). 
Fig 4: Sur cette figure la lumière des acini est relativement 
large et contient des produits de sécrétion (150x). 
Fig 5: on observe un désordre total de l'épithélium; les 
noyaux se retrouvent à peu près partout. (150x) 
LEGENDE: 




Figs 6-7: L'effet de l'insuline et de la combinaison 
insuline- transf errine sur la morphologie prostatique en 
culture. 
Fig 6: Après 5 jour de culture dans le milieu L-15 
supplémenté d'insuline, la morphologie est bien conservée. 
L'épithélium est relativement haut cylindrique, la lumière 
contient des produits de sécrétions et l'épithélium se 
retrouve surtout à la périphérie des explants (75x). 
Fig 7: La morphologie de la prostate de rat en culture où 
le milieu est supplémenté d'insuline et de transferrine 









Figs 8-9: L'effet de la transf errine sur la morphologie 
prostatique en culture. 
Fig 8: L'effet de la transferrine ne modifie pas la 
morphologie de la prostate de rat en culture: L'épithélium est 
bas cubique; la lumière contient beaucoup qe matériel de 
sécrétion (75x). 
Fig 9: On observe une dégénérescence totale de l'épithélium 
après 5 jours de culture même en présence de transferrine. 
Donc, la transferrine n'améliore pas la morphologie de la 
prostate de rat en culture (75x). 
LEGENDE 




Figs 10-11: L'effet de la testostérone et de la combinaison 
testostérone-insuline-transferrine sur la morphologie 
prostatique en culture. 
Fig 10: En présence de testostérone seule, l'épithélium est 
relativement cylindrique, la lumière est large et contient 
beaucoup de produits. Ces produits de sécrétion avec le temps 
deviennent probablement des corps amylacés (75x). 
Fig 11: En présence de la combinaison testostérone-insuline-
transferrine la morphologie est mieux conservée. Les noyaux 
sont ronds et situés à la base de la cellule (75x). 
10 
Figs 12-13: L'effet de DHT et de la combinaison DHT-insuline-
transferrine sur la morphologie de la prostate en culture. 
Fig 12: En présence de DHT, la morphologie est bien conservée. 
En effet, la lumière est très large et contient peu de 
produits de sécretions (75x). 
Fig 13: En présence de DHT-insuline-transferrine la 
morphologie est identique à celle in vivo. On aperçoit ici et 







Figs 14-15: Morphologie de la prostate humaine 
Fig.14: La glande est composée d'un épithélium cylindrique, 
les noyaux sont ronds et situés à la base. Le stroma est 
relativement abondant (75x). 
Fig.15: La glande est composée d'un épithélium bas cubique, le 
stroma est abondant, la lumière est large et contient des 
produits de sécrétion qui éventuellement vont devenir des 





C.A : corps amylacés 
F5 : fibroblastes 
) 
Figs 16-18: Morphologie de la prostate humaine normale en 
culture. 
Fig. 16: Au jour 0 (après 6 heures de culture), l'épithélium 
est haut cylindrique pseudostratifié (75x). 
Fig.17: A jour 5 de la culture dans milieu L-15, l'épithélium 
est bas cubique et la lumière contient des corps amylacés 
(75x). 
Fig.18: Après deux semaines de culture, de la nécrose 
cellulaire est observable, l'épithélium se désintègre et la 
lumière est remplie de produits de sécrétion (75x). 
LEGENDE 
C.A. corps amylacés 
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Figs 19-20: L'ultrastructure de la prostate de 
rat au début de la culture (jour o, plus 6 heures de culture): 
Analyse au microscope électronique. 
Fig 19: Le cytoplasme est rempli de réticulum endoplasmique; 
il occupe plus de 50% du volume cellulaire et forme souvent 
un système concentrique de citernes intercommunicants (x 
6800). 
Fig 20: à plus fort grossissement, on observe des citernes 
remplies de substance transparente aux électrons et qui sont 
séparées par des membranes sur lesquelles sont attachés des 
ribosomes; des vésicules sont également observables (x 12500). 
LEGENDE 





Figs 21-22: L'ultrastructure de la prostate de rat au début 
de la culture (à jour 0, plus 6 heures de culture): Analyse 
au microscope électronique. 
Fig 21: On observe la complexité de l'appareil de Golgi. En 
effet, il est composé de lamelles, de vacuoles et de vésicules 
(x 5600). 
Fig 22: La présense de microvillosité est observable à la 
surface apicale de la cellule et quelques vésicules dense aux 
électrons qui vont probablement déverser leur contenus dans la 





Fig 23-24: L'ultrastructure de la prostate au début et après 
5 jour de culture: Analyse au microscope électronique. 
Fig 23: On observe une abondance de mitochondries de 
différentes formes au début de la culture (x 8200). 
Fig 24: Après 5 jour de la culture, l'ultrastructure est moins 
bien conservée. On observe la présence de quelques 
microvillosités, de réticulum endoplasmique rugeux et quelques 







Figs 25-26: Observations en microscopie électronique à 
balayage d'explants de prostate normale en début de culture 
Fig. 25: Les cellules épithéliales ont la forme polygonale, 
l'apex de la cellule est convexe et dirigé vers la lumière de 
la glande (x 3890). 
Fig. 26: On observe des microvillosités en abondance; ces 
microvillosités sont de longueur variable et placées à un 




Figs 27-28: Observations au microscope électronique à balayage 
de la prostate de rat en début de culture. 
Fig.27: Nous avons observé d'autres formes de cellules 
épithéliales: ronde, ovale et allongé. A la surface de ces 
cellules, on retrouve des bourgeonnements (x 3990). 
Fig.28: Les microvillosités forment des colliers autour de la 
cellule. Nous observons toujours des bourgeonnements à la 






Figs: 29-30 Étude de comparaison de deux milieux en culture 
prostatique de rat: L-15 de Leibovitz et CMRL. 
L'incorporation de thymidine tritiée dans l'ADN est mesurée au 
jour 0 et au jour 5 de culture. 
Fig 29: Comparaison des milieux L-15 
l'utilisation du mélange 95% 02 - 5% co2. 
et CMRL avec 
Fig 30: Comparaison des milieux L-15 et CMRL dans le mélange 
50% N2 - 45% 0 2 - 55 co2 • 
Légende: 
+ indique une différence significative au jour O 
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Figs 31-32 Étude de comparaison de deux mélanges de gaz 
en culture prostatique. 
L'incorporation de thymidine tritiée dans l'ADN est mesurée au 
jour 0 et jour 5 de la culture. 
Fig 31: comparaison des deux mélanges de gaz dans le milieu 
L-15. 
Fig 32: comparaison des deux mélanges de gaz dans le milieu 
CMRL. 
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Fig 33 :Différentes concentrations de transferrine et 
d'insuline pour la culture prostatique de rat. 
Les concentrations choisies d'insuline et de transferrine pour 
la culture sont 5 µg/rnl et 50 µg/rnl respectivement. 
• 
DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE TRANSFERRINE ET DE L'CNSULINE 
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Figs 34-35 Effets de l'insuline et de la transferrine sur la 
prolifération cellulaire de la prostate en culture: Synthèse 
d'ADN et protéines. 
L'incorporation de thymidine tritiée dans l'ADN et 
l'incorporation de leucine-H3 dans les protéines sont 
déterminées au jour O et après 5 jour de culture dans le 
milieu L-15 avec le mélange de 95%02- 5%C02 • 
Fig 34: Synthèse d'ADN. 
Fig 35: Synthèse de protéines. 
Légende: I: Insuline 
Tr: Transferrine. 
+ Indique une différence significative par rapport 
au contrôle du jour 5. 
P < 0,05 3~n~5. 
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Figs 36-37 Effets de l'insuline et de la transferrine sur les 
activités enzymatiques. 
Les activités enzymatiques (U.I/g protéines) de la phosphatase 
acide et la phosphatase alcaline sont déterminées au jour O et 
après 5 jours de culture dans le milieu L-15 avec le mélange 
de 95%02- 5%C02 • 
Fig 36: La phosphatase acide 
Fig 37: La phosphatase alcaline 
Légende: 
* Indique une différence significative par 
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Fig 38 Effets de différentes concentrations d'androstanediol 
sur l'incorporation de thymidine-H3 
La concentration utilisée pour la culture prostatique de 
rat est de 50 µg/ml. 
Légende: A androstanediol. 
P<0,05 5,0 µg/ml; 10 µg/ml vs 50 µg/ml. 
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Figs 39-40 Effets de différentes hormones sur la 
prolifération cellulaire de la prostate en culture: synthèse 
d'ADN et protéines. 
L'incorporation de thymidine H3 dans l'ADN et de leucine 
H3 dans les protéines est déterminée au jour O et au jour 
5 de la culture. 
Fig 39: Synthèse d'ADN 
Fig 40: Synthèse des protéines. 












par rapport au jour o. 
par rapport au contrôle du 




LE~ EFFETS DE DIF'FERENTES HORMONES SUR 












SYNT HESE D'ADN 
n=5 + 
C l+Tt .l l+Tr+.l 
J5 
39 
LES EFFETS DE DIFFERENTES HORMONES SUR L'INCORPORATION 
250 r DE LEUCINE-~3 APRts 5 JOURS ~E. CULTURE 




c l+Tr ' l+Tr+.l 
J6 
Figs 41-42 Effets de l'androstanediol, insuline et 
transf errine sur les activités spécif igues de la phosphatase 
acide et alcaline. 
Les activités enzymatiques (U.I/g protéines) sont déterminées 
au jour 0 et 5 de la culture. 
Fig 41:La phosphatase acide. 
Fig 42:La phosphatase alcaline. 
Légende: 
I = insuline 5µg/ml 
Tr = transferrine 50µg/ml 
A = androstanediol 50µg/ml 
# Indique une différence significative par 
rapport au jour O. 
p<0,05 4~n~9 








































Fig 43 Effets de différentes concentrations de testostérone et 
Dihydrotestostérone sur la culture prostatigue. 
La concentration utilisée de testostérone et DHT est de 5 
µg/rnl dans les deux cas. 
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Figs 44-45 Effets de l'insuline et testostérone sur la 
prolifération cellulaire prostatique: Synthèse d'ADN et 
protéines. 
L'incorporation de thymidine H3 dans l'ADN et de leucine H3 
dans les protéines est déterminée au jour O et au jour 5 de la 
culture. 
Fig 44: Synthèse d'ADN 
Fig 45: Synthèse de protéines 
Légende: 
I Insuline Sµg/ml 
T Testostérone 5µg/ml. 
* Différence significative par rapport au jour O. 
+ Différence significative par rapport au contrôle du jour 5. 
# Différence significative par rapport à la combinaison 
I+T. 
P<0,05 8~=n~4. 
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Figs 46-47 Effets de l'insuline et de la testostérone sur les 
activités spécifiques des phosphatases acide et alcaline. 
Les activités spécifiques (U.I/g protéines) des phosphatases 
acide et alcaline sont déterminés aux jours 0 et 5 de la 
culture. 
Fig 46: Phosphatase acide 
Fig 47: Phosphatase alcaline 
Légende: 
I Insuline Sµg/ml 
T Testostérone Sµg/ml 
+ différence significative par rapport au jour O 
30 T PHOSPHATASE ACIDE 
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Figs 48-49 Effets de testostérone, insuline et transferrine 
sur la culture prostatique de rat: synthèse d'ADN et 
protéines. 
L'incorporation de thymidine- H3 dans l'ADN et de leucine- H3 
dans les protéines est déterminée au jour 5 de la culture. 
Fig 48: Synthèse d'ADN. 
Fig 49: Synthèse de protéines. 
Légende: 
I : Insuline 5µg/ml 
Tr: Transferrine 50 µg/ml 
T Testostérone 5µg/ml 
C Contrôle. 
* Différence significative par rapport au 
jour O. 
# Différence significative par rapport au 
contrôle du jour 5. 












LES EFFETS. DE DIFFERENTES HORMONES SUR L'INCORPORATION 
















c C T -.tr l+b-+T 
JO J5 
LES EFFETS DE DIFFERENTES HORMONES SUR L'INCORPORATION 
:1 
DE LEUCINE - H APRts 5 JOURS DE CULTURE 
c 
JO 
·. ... . 
S YNTH ESE DE PROTEINES 49 
4SnS6 
C J+'J'r T tt'fr-+T 
J (. 
Figs 50-51 Effets de l'insuline et de la DHT sur la culture 
prostatique de rat: synthèse d'ADN et de protéines. 
L' incorporation de thymidine tritiée dans l'ADN et leucine-H3 
dans les protéines sont déterminées aux jours 0 et 5 de la 
culture. 
Fig 50: Synthèse d'ADN. 
Fig 51: Synthèse de protéines. 
Légende: DHT : dihydrotestostérone. 
I insuline. 
C contrôle. 
* Différence significative par rapport au jour O. 
+ Différence significative par rapport au contrôle du 
jour 5. 
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Figs 52-53 Effets de DHT, insuline et transferrine sur la 
culture prostatique de rat: synthèse d'ADN et protéines. 
L' incorporation de thymidine- H3 dans l'ADN et de leucine H-3 
dans les protéines est déterminée aux jours O et 5 de culture. 
Fig 52: Synthèse d'ADN. 
Fig 53: Synthèse de protéines. 
Légende: 
I : Insuline 5µg/ml 
Tr: Transferrine 50 µg/ml 
DHT : Dihydrotestostérone 5µg/ml 
C : Contrôle. 
+ Différence significative par rapport au jour O. 
* Différence significative par rapport au jour 5. 
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Figs 54-55 Effets de DHT, insuline et transferrine sur les 
activités spécifiques des phosphatase acide et alcaline. 
Les activités spécifiques (U.I/g protéines) sont déterminées 
aux jour O et 5 de culture. 
Fig 54:La phosphatase acide 
Fig 55:La phosphatase alcaline 
Légende: 
C :contrôle 









































Fig 56: Culture de la prostate humaine pendant 2 semaines: 
Synthèse d'ADN 
On observe une chute de synthèse après 2 jours de culture, et 
cette chute est devenue plus importante après 5 jours. Par la 
suite la synthèse d' ADN a tendance à augmenter jusqu'à 2 
semaines. 
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Figs 57-58 Effets de l'insuline et transf errine sur la 
prolifération cellulaire prostatique en culture: synthèse 
d'ADN et protéines. 
L'incorporation de thymidine- H3 dans l'ADN et de leucine- H3 
dans les protéines estdéterminée au jour 0 et au jour 5 de la 
culture. 
Fig 57: Synthèse d'ADN. 
Fig 58: Synthèse de protéines. 
Légende: 
I : insuline 5µg/ml 
Tr: transferrine 50 µg/ml 
c : Contrôle. 
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Figs 59-60 Effets de différentes hormones sur la culture 
prostatique d'humain: synthèse d'ADN et protéines. 
L'incorporation de thymidine- H3 dans l 'ADN et leucine- H3 
dans les protéines est déterminée après les jours O et 5 de la 
culture. 
Fig 59: Synthèse d'ADN. 
Fig 60: Synthèse de protéines. 
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Figs 61-62 Effets de différents facteurs sur les activités 
spécifiques des phosphatases acide et alcaline. 
Les activités spécifiques (U.I/g protéines) de la phosphatase 
acide et la phosphatase alcaline sont mesurées aux jours 0 et 
5 de culture. 
Fig 61:La phosphatase acide. 
Fig 62:La phosphatase alcaline 
Légende: I Insuline 
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COMPOSITION DU MILIEU L-15 DE LBBOVITZ 
320-1415 430-1300 1 
COMPONENT 1X Uquld Powdef' 
mg IL mg IL 
·; ... :SAtM,., 
eaa, (anhyd.) 1~.00 140.00 
KCI ~.OO 400.00 
KH;>o. 60.00 60.00 
MgCI, (anhyd.) - !t3.68 
Mgel1 ·6H20 200.00 -
MgSO. (anhyd.) - 97.67 
MgS0.·7H10 200.00 -
NaO 8000.00 eooo.Oo 1 
Na,HPO. (anhyd.) - 190.123 
Na,HPO • . 7H,o· 359.00" -
-··_-.. , ' ~:" ~: 
O ( +) Galactose 900.00 900.00 
Phenof red 10.00 10.00 
Sodium pyruvata 550.00 550.00 
iLlMINo ACIOS: 
Ol~·Alanina .S0.00 450.00 
L-Atginina (frea basa) 500.00 500.00 
L-Asparagina 250.00 250.00 
L-cysteina (frea base) 120.00 120.00 
L-Olutamine 300.00 300.00 
Glycine 200.00 200.00 
L-Histidina (frea base) 250.00 250.00 
· -lsoleucine 250.00 250.00 
_eucine 125.00 125.00 
L-Lysina (frea base) 75.00 75.00 
OL-Methionina 150.00 150.00 
OL-Phenylalanine 250.00 250.00 
L-Se<ine 200.00 200.00 
Ol-Threonine 600.00 600.00 
L-Tryptophan 20.00 20.00 
L-Tyrosine 300.00 300.00 
DL-Valine 200.00 200.00 
~YITAA'IHS: 
Dl-Ga pantothenate 1.00 1.00 
Choline chloride 1.00 1.00 
Folie acid 1.00 1.00 
i-lnositol 2.00 2.00 
Nicotinamide 1.00 1.00 • Pyridoxine HCI 1.00 1.00 Riboflavin-5' -phosphate, sodium 0 .10 0.10 Thiamine monoohosphate 1.00 1.00 1. Leibovitz, A. (1963) Am. J. Hyg. 78, 173. 
a. Original formula lists Na,PO. at 190.0 mgil. 
• COMPOSITION DU MILIEU DE CMRL-1066 320-1530 330-1~ 320-1535 i»-1645 
~ .. ' . 1X Uquld 10X Uquld 1X Llquld 10X Uquld 
mg!L mgtL mg IL mg!L 
n.~:n.u_.:.z:.. ..... 
~':ül'tl: 
CeCl, (enhyd.) 200.00 2000.00 200.00 2000.00 
KCI 400.00 4000.00 400.00 4000.00 
MgS0,·7H,O 200.00 2000.00 200.00 2000.00 
NeCI 6799.00 67990.00 6799.00 67990.00 
NeHC03 2200.00 - 2200.00 -
NaH2PO, · H,O 1-40.00 1-400.00 140.00 1400.00 
,~a~COMPOHEHTS: 
Cocarboxylase 1.00 10.00 1.00 10.00 
Coeruyme A 2.50 25.00 2.50 25.00 
'i:>eoxyadenosin 10.00 100.00 10.00 100.00 
Deoxycytidine 10.00 100.00 10.00 100.00 
Deoxyguanoslne 10.00 100.00 . 10.00 100.00 
Diphosphopyridine nucleotide 7.00 70.00 7.00 70.00 
"Éthanol )>r eolub41izing 
1..,.0 c:ompooents 16.00 160.00 16.00 160.00 
Flavin adenlne dinucleotide 1.00 10.00 1.00 10.00 
D-Olucose 1000.00 10000.00 1000.00 10000.00 
Glutathlone (reduced) 10.00 100.00 10.00 100.00 
5-Methyi--Oeoxycytidine 0.10 1.00 0.10 1.00 
Phenol red• 20.00 200.00 20.00 200.00 
Sodium acetate · 3H20 83.00 830.00 63.00 830.00 
Sodium glucuronate · H20 4.20 42.00 4.20 42.00 
Thymidine 10.00 100.00 10.00 100.00 
Triphosphopyridine nudeotide 1.00 10.00 1.00 10.00 
Tween 60• 5.00 50.00 5.00 50.00 
Uridine triphosphate 1.00 10.00 1.00 10.00 
.;....; . ·- : 
L-Alanine 25.00 250.00 25.00 250.00 
L-Arglnine HO 70.00 700.00 70.00 700.00 
L-Aspartic acid 30.00 300.00 30.00 300.00 
L-Cystelne HCt · H20 260.00 2600.00 260.00 2600.00 -
L-Cystine 20.00 200.00 20.00 200.00 
L-Glutamic acid 75.00 750.00 75.00 750.00 
L-Glutamine - - 100.00 1000.00 
Glycine 50.00 500.00 50.00 500.00 
L-Histidine HC1 · H20 20.00 200.00 20.00 200.00 
Hydroxy-L -proline 10.00 100.00 10.00 100.00 
L- lsoleucine 20.00 200.00 20.00 200.00 
L-Leucine 60.00 600.00 60.00 600.00 
L-Lyslne HCI 70.00 700.00 70.00 700.00 
L-Methionine 15.00 150.00 15.00 150.00 
L-Phenytalanine 25.00 250.00 25.00 250.00 
L-Proline 40.00 400.00 40.00 400.00 
L-Serlne 25 .00 250.00 . 25.00 25000 1 • L-Threonine 30.00 300.00 30.00 300.00 L-Tryptophan 10.00 100.00 10.00 100.00 - -~---· L-Tyrosine 40.00 400.00 40.00 400.00 ·- -· 
L-Vallne 25 .00 250.00 25.00 250.00 
• COMPOSITION DU MILIEU DE CMRL-1066 (SUITE) 
320-1530 330-1540 320-1535 330-1545 - ~ 1X Uquld 10X Uquld 1X Uquld 10X Uquld 
mg IL mg IL mg IL mg IL 
. Ç"-
VfTAMINS: 
l~ecid 50.00 500.00 50.00 500.00 ---- 0.01 9i06n 0.10 0.01 0.10 
~ pantolhenate 0.01 0.10 0.01 0.10 
~sterol 0.20 2.00 0.20 2.00 
oo•ne chloride 0.50 5.00 0.50 5.00 -fd<C acid 0 .01 0.10 0.01 0.10 ,_ 
Mn05ilol 0.05 0.50 0.05 0.50 ·- 0.025 .,.on 0.25 0.025 0.25 
·~mide 0.025 0.25 0.025 0.25 
'j;,1 .8minobel\Zolc ecid 0.05 0.50 0.05 0.50 
·,~xalHC1 0.025 0.25 0.025 0.25 
~xine 0.025 0.25 0.025 0.25 
~vin 0.01 0.10 0 .01 0.10 
'Tt..mine HCI O.Q1 0.10 0 .01 0.10 
1: Pari<er, R.C. et al. (1957) Special Publications, N. Y. Academy of Sciences 5, 303. 
~ V.lues established by the TISSU8 Cuttvre Association Standards Committee. 
1Tween 80' is a registered trademarl< ol l.C.t. Americas, lnc . 
• 
